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Yiiksek Lisans Tezi

ISPARTA KiRAZ URETIM ALANLARINDA GORULEN ONEMLI VIRUSLERIN
SEROLOJIK VE MOLEKULER YONTEMLERLE TESHISI VE KILIF PROTEIN
GEN DiZiLIMLERININ BELIRLENMESI

Yusuf OZTURK

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Bayram CEVIK

Kiraz diinyada ve tilkemizde ekonomik 6nemi yildan yila artan bir meyve tiiriidiir. Kirazda
ekonomik kayiplara yol agan ¢ok sayida viriis hastaligi bulunmaktadir. Bu viriisler igerisinde
Elma mozaik virtisii (Apple mosaic virus, ApMV), Prunus nekrotik halkali leke viriisii
(Prunus necrotic ring spot virus, PNRSV), Erik clicelesme viriisii (Prune dwarf virus, PDV)
Sarka virtisti ( Plum pox virus, PPV) ve Elma klorotik yaprak leke viriisii (Apple chlorotic
leaf spot virus, ACLSV) iilkemizde ve diinyada sert ¢ekirdekli meyvelerde en yaygin goriilen
viriislerdir. Bu ¢alisma da tilkemizin kiraz tiretiminde 6nemli bir yere sahip olan Isparta
ilinin 10 ilgesindeki 142 kiraz bahgesinde ApMV, PDV, PNRSV, CLRV, ACLSV ve
PPV’nin varligi double antibody sandwich — enzyme linked immunosorbent assay (DAS-
ELISA) ve ters traskripsiyon polymeraz zincir reaksiyon (Polymerase chain reaction (RT-
PCR) yontemleri ile arastirilmig, belirlenen bazi izolatlarin biyolojik ve molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. Sert cekirdekli meyve agaclarinda goriilen bu 6 viriisiin
varligini belirlemek amaciyla 521 kiraz yaprak 6rnegi 6ncelikle DAS-ELISA yontemiyle test
edilmistir. ELISA testi sonucunda 269’u PDV, 23’ ACLSV, 7’si PNRSV, 36’si
PDV+ACLSV, 8’i PDV+PNRSV, 1'i PDV+ApMV, 3’i ACLSV+PNRSV, 2’si
PDV+PNRSV+ApMV olmak iizere toplamda 349 ornek viriislerle enfekteli bulunmustur.
PDV en sik goriilen viriis olurken CLRV ve PPV hig bir 6rnekte tespit edilememistir. ELISA
sonuglarinda siipheli veya pozitif ¢ikan orneklerin bir kismina bélgeleri ve virisleri temsil
edecek sekilde secilerek total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonundan sonra,
PDV, PNRSV, ACLSV, kilif protein (CP) genlerini igeren bolge RT-PCR ydntemiyle
cogaltilmistir. 22 PDV, 5 PNRSV ve 7 ACLSYV izolatindan sirasiyla 862 bg, 616 bg ve 677
b¢ biiyiikligiinde hedeflenen bolgeye spesifik DNA’lar ¢ogaltilmistir. Ancak test edilen
PPV, CLRV ve ApMV orneklerinin hi¢ birinde viriislere spesifik bant ¢ogaltilamamstir.
RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilan PDV, PNRSV ve ACLSV’ye ait bantlar saflastirilarak
dogrudan dizileme i¢in kullanilmistir. Dizileme sonucunda bu viriislere ait CP genlerinin
niikleotid dizileri ve kodladiklart amino asit dizilimleri belirlenmistir. Bu diziler
karsilastirilip analiz edilerek Isparta ili’nin farkli il¢elerinden elde edilen PDV, PNRSV ve
ACLSV izolatlarmin birbirleriyle ve diinyanin farkli iretim bdlgelerinden izolatlarla
benzerlik oranlar1 ve filogenetik iliskileri ortaya konulmustur. Buna gére PDV, PNRSV ve
ACLSYV Isparta izolatlari sirasiyla %86-98 ile %82 -%99, %86-99 ile %89-100 ve %80-98
ile %88-%100 arasinda degisen oranlarda kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit
diziliminde benzerlik oldugu bulunmustur. Niikleotid dizilimine gére ACLSV Isparta izolati
en fazla benzerligi Yunanistan’dan kiraz izolat1 ile gosterirken, PNRSV Isparta izolatlar1 en
¢ok benzerligi Cek Cumhuriyeti kiraz ve visne, Polanya, ABD ve Sili’den Kiraz izolatlariyla,
Tirkiye’den ise seftali izolatlariyla gostermistir. PDV Isparta izolatlar1 ise en fazla



benzerligi ABD ve Israil’den kiraz ve Italya’dan badem izolatlari ile gdstermistir. Amino
asit dizilimine gore ise ACLSV Isparta izolat1 en ¢ok benzerligi Yunanistan’dan kiraz izolati
ile gosterirken, PNRSV Isparta izolati daha ¢ok Tunus’tan seftali ve Polanya’dan kiraz
izolatryla benzerlik gostermistir. PDV Isparta izolatlarina en ¢ok benzerlik gdsterenler ise
Italya ve Polanya’dan visne ve italya’dan badem izolatlar1 olmustur. Filogenetik analizler
sonucunda ACLSYV izolatlarinin ¢ografik bolgelere ve konukguya gore gruplandigi ve Isparta
izolatlarin Avrupa izolatlariyla gruplanarak Avrupa kaynakli olabilecegini gosterirken
PNRSV ve PDV izolatlarinin filogenetik analizleri cografik bolge ve konukguya gore
gruplanmadigini gdstermistir. Tespit edilen izolatlarin bazilar1 biyolojik karakterizasyonu
amaciyla otsu ve odunsu test bitkilerine inokiilasyonlar1 yapilmistir. Yapilan inokiilasyon
calismalarinda PDV izolatlari mekanik olarak inokiile edilen otsu bitkilerden Nicotiana
occidentalis’de, PNRSV ve ACLSV izolatlar1 ise asilanarak inokiilasyon yapilan odunsu
Bing kiraz ¢esidinde viriislere 6zgii belirtiler gostermislerdir.

Anahtar Kelimeler: Kiraz, PDV, PNRSV, ACLSV, CLRV, ApMV, PPV, kilif protein geni,
filogenetik analiz

2012, 131 sayfa
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M.Sc. Thesis

DETECTION OF IMPORTANT VIRUSES ON CHERRY PRODUCTION REGION
OF ISPARTA BY SEROLOGICAL, MOLOCULER METHODS AND
DETERMINATION OF COAT PROTEIN GENE SEQUENCES

Yusuf OZTURK

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bayram CEVIK

Sweet Cherry is an important fruit species with increasing economic value in Turkey and the
world but a number of viruses cause diseases and economic losses in sweet cherry. Apple
mosaic virus (ApMV), Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV),
Plum pox virus (PPV) and Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) are the most commonly
viruses in stone fruits in Turkey and the world. In this study the presence of ApMV, PDV,
PNRSV, CLRV, ACLSV, PPV was determined in 142 sweet cherry orchard of 10 district
of Isparta province by double antibody sandwich — enzyme linked immunosorbent assay
(DAS-ELISA) and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) methods and
biological and molecular characteristics of some of these isolates were determined. A total of
521 sweet cherry leaf samples were first tested for the presence these 6 viruses commonly
found in stone fruits by DAS-ELISA method. ELISA test showed that 349 of 521 samples
tested were infected with folowing virus(es); 269 with PDV, 23 with ACLSV, 7 with
PNRSV, 36 with PPV+ACLSV, 8 with PDV+PNRSV, 1 with PDV+ApMV, 3 with
ACLSV+PNRSV and 2 with PDV+PNRSV+ApMV. While PDV was the most wide spread
virus, CLRV and PPV were not detected in any of samples tested. Some of the sample to
represent different growing region and found to be infected or suspicious in ELISA were
chosen selected and total RNA was isolated from these samples. After RNA isolation, the
genomic region containing the coat protein (CP) regions of PDV, PNRSV, ACLSV were
amplified by RT-PCR method. A spesific DNA fragment in the size of 862 bp, 616 bp and
677 bp were amplified from the targeted region containing the CP gene of 22 PDV, 5
PNRSV, 7 ACLSV isolates, respectively. However, no PPV, CLRV and ApMV specific
DNA was amplified from the tested samples by RT-PCR method. PDV, PNRSV and
ACLSYV specific DNA fragments amplified by RT-PCR were purified and used for direct
sequencing. The nucleotide and the deduced amino acid sequences of the region containing
the CP gene of PDV, PNRSV and ACLSV were determined. These sequences PDV,
PNRSV, ACLSYV isolates from different production regions were compared with each other
and other isolates from different stone fruit growing regions of the world and phylo-genetic
relations among these isolates were also determined. Sequence comparisons of Isparta PDV,
PNRSV and ACLSV, isolates showed %86-98 to, %82-%99, %86-99 to, %89-100 and %80-
98 to %88-%100. Similarity among nucleotide and amino acid sequences of the CP genes
respectively. Based on the nucleotid sequences while Isparta ACLSV isolate was most
similar to sweet cherry isolate Greece, PNRSV Isparta isolates were most similar to sweet
chery isolate from the Czech Republic from the United States, Poland and sweet cherry from
Chile and was a peach isolate fromTurkey. The amino acid sequence of PDV Isparta isolates
was more similar to sweet cherry isolates from the USA and Israel and almond isolates from
Italy. The amino acid sequences of ACLSV Isparta isolates were most similar to Greece
sweet cherry isolates. PNRSV Isparta isolates were evaluated similar to Tunusian peach



isolates and sweet cherry isolates from Poland. Sour cherry isolates from Italy and Poland
and almond isolate from Italy were most similar to PDV Isparta isolates. Based on the
phylogenetic analyses, while ACLSV isolates were grouped geographically and host with
europaean isolates; PNRSV and PDV Isparta isolates were not group based on the
geogrophic location and host. Some of the selected isolates were inoculated to annual and
perennial test plants for biological characterization. Inoculation studies showed that PDV
isolates induced symptoms in Nicotiana occidentalis mechanically inoculated PNRSV,
ACLSYV isolates grafted inoculated on Bing sweet cherry variety and showed typically
symptoms.

Key Words: Sweet cherry, PDV, PNRSV, ACLSV, CLRV, ApMV, PPV, Coat protein

gene, phylogenetic analysis

2012, 131 pages
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1. GIRIS

Tiirkiye, sahip oldugu iklim o6zellikleri ve toprak yapisiyla pek ¢cok meyve tiiriiniin
yetistirilmesine olanak saglamaktadir. Ulkemizde tarim alanlarinin %7’si meyve-
zeytin-bag alani olarak degerlendirilmekte ve yilda 16.6 milyon ton meyve iiretimi
gerceklestirilmektedir. Toplam meyve iiretimi dikkate alindiginda sert cekirdekli
meyveler tretimdeki %12’lik payir ile meyvecilikte 6nemli bir yer tutmaktadir
(Anonim, 2011). Meyveler arasinda Onemli tiirlerin {iretim miktarlarindaki
degisiklige bakildiginda, 2009 yilinda bir 6nceki yila gore elmada %9.1, armutta
%5.8 ve kirazda %19.8 oraninda artis kaydedilmistir. Sert g¢ekirdekli meyveler
grubunda yer alan kiraz yillara gore farkl tiretim miktarlart gosterse de genel olarak
bir artis egilimindedir. Son bes senede kiraz iiretiminde %49 artis gerceklesmistir

(Anonim, 2011).

Birlesmis Millerler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gére 2000 yilinda
346.713 hektar olan diinya kiraz iretimi alam1 2009 yilinda 381.482 hektara
yiikselmistir. Yine 2000 yilinda 1.901.558 ton olan tiretim 2009 yilinda 2.196.537
ton olarak gergeklesmistir. Bu veriler kirazin diinyada ve tilkemizde tiretim alan1 ve
tiretim miktar1 artan bir meyve oldugunu gostermektedir. Tirkiye’de 2010°da
417.905 ton ile diinya kiraz tiretiminin %19’unu karsilayarak ilk sirada yer almistir.
Ulkemizi sirastyla %12°lik payla ABD ve %11’lik payla Iran takip etmektedir.
Tiirkiye 2010 yilinda 62.824 ton kiraz ihracati ile iiretimin %15’ini pazarlayabilmis
ve lilke ekonomisine 144 milyon ABD dolar1 katki saglamistir (Anonymous, 2011a).

Tiirkiye kiraz {iretiminin ve ihracatinin biiyiik bir kismi Izmir, Manisa, Isparta,
Denizli, Afyonkarahisar, Konya ve Bursa illerinden yapilmaktadir (Anonim, 2011).
Tiirkiye’nin elma, giil tiretimi ve kalitesinde lider durumda olan Isparta ilinde
iilkemizde son yillardaki kiraz iiretimindeki artisa paralel olarak kiraz iiretimi hizla
yayillmaya baglayarak 35.529 da tiretim alan1 ve 21.885 ton iiretim miktar ile ilk
siralarda yer almustir (Anonim, 2011). Ozellikle Senirkent ve Uluborlu ilgeleri

urettigi kiraz miktar1 ve kalitesiyle adindan s6z ettirmistir. Uluborlu Napolyon’u



adiyla bir marka haline gelen Isparta kiraz1 diinya piyasalarinda énemli bir yere sahip

olmustur.

Ulkemiz meyvecilik iiretim potansiyeli bakimindan énemli bir yere sahip olmasina
ragmen, bu meyvelerin iretiminde ve ihracatinda arzu edilen seviyelere
gelememistir. Bu durumun baslica sebebi birim alandan elde edilen verim ve
kalitenin diisiik olmasidir. Verim ve kalitenin diisiik olmasinin nedenlerinden biride
basta virlis hastaliklar1 olmak iizere hastaliktan ari {iiretim materyalleri
kullanilmamasindan kaynaklanmaktadir. Ekonomik olarak {ilke gelirine biiyilik
katkilar1 olan bu meyve tiirlerinde Oniline gegilemeyen viriis hastaliklar1 biiyiik
sorunlar yaratmaktadir (Oztekin, 2006). Viriis hastaliklarinin, bakteriyel ve fungal
hastaliklar gibi kimyasal miicadelesinin olmamasi1 bu hastaliklarin ekonomik dnemini

de arttirmaktadir.

Viriis etmenlerinin ¢ogunun latent enfeksiyon yapmasi, farkli iklim ve ekolojik
kosullarda belirtiler vermesi, bahge tesisi edilirken yapilan yanlis uygulamalar viral
hastaliklarin hizli bir sekilde iilkemizde yayilmasina ve ticari bahgelerde daha
kurulum asamasinda fidan Oliimlerine neden olmaktadir (Sipahioglu vd., 2007).
Ulkemizin biiyiik kisminda yetistiriciligi yapilan sert ¢ekirdekli meyvelerdeki viriis
ve virlis benzeri hastaliklarinin ¢ok yaygin olmasinin en 6nemli nedeni yeni tesis
edilen bahgelerin viral etmenlerle enfekteli olan iiretim materyalleri ile kurulmusg

olmasidir (Giimiis vd., 2007a).

Viriis hastaliklart genel olarak bitkilerin yapraklarinda klorozlar ve nekrozlar, bitki
biiylimesinde duraklama, meyve agaglarinin gelisimini sinirlandirarak meyve verim
ve kalitesinde azalmaya sebep olarak ekonomik Omiirlerinin azalmasimna meyve

veriminin diismesine neden olmaktadir.

Viriis enfeksiyonu nedeni ile hastalanan agaglar, viriis tiir ve irkina bagli olarak
olebilmesinin yaninda enfekteli agaclarin diger baz1 hastaliklara karsi dayanikliligini
da azaltmaktadir (Nemeth, 1986). Bunun yaninda diinyada yapilan pek ¢ok ¢alisma

sert c¢ekirdeklilerde goriilen viriis etmenlerinin = %35 ile %100 varan verim



kayiplarina ve fidanliklarda ana¢ kalem uyusmazliklarina yol agtig1 rapor edilmisitir

(Dunez, 1988; Nemeth, 1994).

Sert ¢ekirdekli meyveler farkli gruplara dahil olan birgok RNA viriisiine konukc¢uluk
etmektedir. Sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde yaklagik 150 viriis hastaligi rapor
edilirken (Dunez, 1988), bu hastaliklarin sayis1 kiraz ve visne agaglarinda diger
tirlerde oldugundan daha fazla olup bunlarda 30°dan fazla viriis ve viriis benzeri

hastalik bulunmaktadir (Nemeth, 1986; Myrta and Savino, 2008).

Elma mozaik viriisii (Apple mosaic virus, ApMV), Prunus nekrotik halkali leke
virtisii (Prunus necrotic ring spot virus, PNRSV) ve Erik ciicelik viriisiiyle (Prune
dwarf virus, PDV) birlikte Sarka hastaliginin etmeni Sarka viriisii ( Plum pox virus,
PPV) ve Elma klorotik yaprak leke viriisii (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV)
sert ¢ekirdekli meyve viriislerinin en dnemlileri ve en yayginlaridir (Nemeth, 1986;
Dunez, 1988). Bu viriisler basta Avrupa olmak iizere diinyada sert ¢ekirdekli meyve
yetistiriciligi yapilan her yerde yaygin olarak bulunmaktadir. Kiraz agaglar1 da bu
virlislerin sebep oldugu 6nemli ekonomik kayiplara maruz kalmaktadir (Dunez,

1988; Myrta et al., 2003).

Yillik 2 milyon tonu bulan iiretimiyle (Anonim, 2011) diinya sert ¢ekirdekli meyve
tiretiminde 6nemli bir yere sahip olan iilkemizin bazi bolgelerinde yapilan ¢aligmalar
bu viriislerin iilkemizde de bulundugunu gostermistir (Azeri, 1994; Yildizgordii and
Cal1, 1994; Elibiiyiik ve Erdiller, 1998; Gazel ve Caglayan, 1998; Ulubas and
Ertung, 2004; Sertkaya vd., 2004; Sipahioglu vd., 2004; Gimiis and Paylan, 2008;
Akbas et al., 2011; Cevik et al., 2011).

Viriislerin varligi ve bunlarin neden oldugu verim, kalite sorunu sonucu olusan
ekonomik kayip son derece onemlidir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye’nin kiraz tiretiminde
onemli bir yere sahip olan Isparta Ilinin 10 farkli kiraz iiretim alaninda en 6nemli 6
viriistin varligt DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile arastirilmig, belirlenen
izolatlarin biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilarak Isparta ilinin farkl

bolgelerini temsil edecek bazi viriis izolatlarin kilif protein (CP) gen dizilimleri



belirlenmis tespit edilen CP gen dizileri (Gen Bank) veri tabaninda bulunan
tilkemizin ve diinyanin diger iiretim bolgelerinde elde edilen viriis izolatlarin CP
genleri ile Kkarsilastirilarak izolatlarin genetik benzerligi ve filogenetik iliskisi

arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diinyada sert g¢ekirdekli meyve lretiminin artmasi beraberinde ciddi sorunlarin
gindeme gelmesine sebep olmustur. Bu sorunlarin bir tanesi de virislerden
kaynaklanan ekonomik kayiplari olusturan verim ve kalite disiikligiidir. Elma
mozaik viriisii (Apple mosaic virus, ApMV), Prunus nekrotik halkali leke viriisii
(Prunus necrotic ring spot virus, PNRSV), Erik ciicelik virtisii (Prune dwarf virus,
PDV), Sarka viriisii (Plum pox virus, PPV), Kiraz yaprak kivrilma viriisii (Cherry
leaf roll virus, CLRV) ve Elma klorotik yaprak leke viriisii (Apple chlorotic leaf spot
virus, ACLSV) sert ¢ekirdekli meyve virlislerinin en Onemlileri ve en yaygin
olanlaridir (Nemeth, 1986; Dunez, 1988). Yapilan pek ¢ok c¢alisma bu viriislerin
basta Avrupa olmak iizere diinyada sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan her
yerde yaygin olarak bulundugunu gostermistir. (Dunez, 1988; Myrta et al., 2003). Bu
boliimde arastirilan alt1 farklh sert ¢ekirdekli meyve viriisiiyle ilgili kaynak 6zetleri

verilmistir.

2.1. Orijini ve Yayilim

Elma mozaik viriisii (Apple mosaic virus; ApMV) diinyada ilk olarak 1928 yilinda
ABD’de giil bitkisinde rapor edildikten sonra 1933 yilinda da elmada tanimlanmigtir
(Nemeth, 1986; Brunt et al., 1996). ApMV bugiin 1liman iklim bélgelerinde elma
yetistiriciligi yapilan birgok iilkede enfeksiyona sebep olup, %20’ye varan oranda
{iriin kayplarina neden olmaktadir. Ozkan ve Kurgman (1976), yaptiklari arastirmada
Orta Anadolu’daki elma bahgelerinde, Fidan ve Azeri (1996), Ege Bolgesi’'nde elma
agaclarinda, Akbas and Degirmenci (2010), erikde ilk olarak ApMV’nin
bulundugunu bildirmislerdir. Yardimci and Eryigit (2005), Isparta bolgesinde

elmalarda bu viriisiin varligini tespit etmislerdir.

Erik ciicelik viriisii (Prune dwarf virus; PDV) Fransa’da 1768 ve Ingiltere’de 1839’
da agaclar lizerinde etkisi belirlenmis olmasina ragmen ilk kez erikte 1936 yilinda
Thomas ve Hildebrand tarafindan prune ciicelesme adiyla tanimlanmistir (Nemeth,

1986; Brunt et al., 1996). Sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan pek ¢ok



bolgede bu virilisiin varligi yapilan ¢aligmalarla tespit edilmis olup, 6zellikle kiraz
yetistirilen bolgelerde agaglarin yogun miktarda bu virlisle enfekteli oldugu
bildirilmistir (Myrta and Savino, 2008). Ulkemizde PDV ilk kez Kur¢man (1977),
tarafindan simptomololojik olarak tespit edilmis, daha sonra yapilan g¢alismalar
(Dunez 1988; Azeri; 1994) PDV’nin yurdumuzun tiim sert ¢ekirdekli meyve iiretimi
yapilan bolgelerinde yaygin bir sekilde bulundugu gostermistir.

Prunus nekrotik halkali leke viriisii (Prunus necrotic ringspot virus; PNRSV)
diinyada ilk kez 1941 yilinda seftali agaglarinda bulunmustur (Brunt et al., 1996).
Daha sonra 1944 yilinda kiraz ve visnede farkli isimlerde (Kirazda pargalanmig
yaprak, tattered leaf ve visnede nekrotik halkali leke viriisii) hastaliklar olarak
bildirilmistir (Nemeth, 1986). 1970’lerin baslarinda Afyon’da kiraz ve visne
agaclarinda yapilan siirveylerde ilk kez PNRSV’nin varlig1 iilkemizde belirlenmistir
(Kurgman, 1977). Giinimiizde Tirkiye’de ve diinyanin pek c¢ok bdlgesinde

konukgusu olan agaglarda yaygin olarak goriilen bir viriis durumuna gelmistir.

Elma klorotik yaprak leke viriisii (Apple chlorotic leaf spot virus; ACLSV) Ingiltere
de Luckwill ve Campbell tarafindan Malus platycarpa line pattern virus olarak
adlandirilmigtir. Mink ve Shay ABD’de viriislin elma klorotik yaprak leke olarak
bilindigini belirtmistir (Nemeth, 1986). Tirkiye’de ACLSV’nin ilk kez  sert
cekirdekli meyve agacglarindaki varligir Yalova’da GF305 seftali anaglar1 kullanilarak
yapilan biyolojik indeksleme de tespit edilmistir (Yirektiirk, 1984). Daha sonra
Yalova ve Izmir’de (Dunez, 1988), Malatya, Elazig ve Igdir illerinde (Elibiiyiik,
1998; Sipahioglu vd., 2004) ve Dogu Akdeniz’de (Yildizgordii ve Cali, 1994,
Isparta’da (Cevik vd., 2011) varlig: tespit edilmistir.

Kiraz yaprak kivrilma viriisii (Cherry leaf roll virus; CLRV) ilk olarak Amerikan
karaagaci, kiraz ve cevizde rapor edilmistir (Nemeth, 1986). Avrupa’da ceviz
fidanliklarinda CLRV ekonomik 6neme neden olan zararlara yol agmaktadir. Son
yillarda ABD’de CLRV, PNRSV veya PDV ile birlikte karigik enfeksiyon seklinde
ortaya ciktiginda kiraz agaglarinda verim azalmasma neden oldugu belirtilmistir

(Gentkow et al., 2005).



Sarka viriisii (Plum pox virus; PPV) ilk kez Bulgaristan’da 1918 yilinda “pozegaca”
adindaki erik ¢esidinde goriildiigii ve hastaligin bir virlisten kaynaklandigr 1932
yilinda Bulgar arastirici Atanasoff tarafindan kaydedildigi bildirilmistir (Nemeth,
1986). Kirazlardaki ilk belirtisi Moldova’da ve daha sonralari1 Bulgaristan’da rapor
edilmistir. Ardindan hizli bir sekilde Avrupa’ya, Orta Dogunun bir kismina (Misir ve
Suriye), Hindistan, Cin gibi Asya lilkelerine ve son olarak Sili, Arjantin, Amerika,
Kanada’ya ulasarak Amerika kitasina yayilmistir. (Anonymous, 2011b). Tirkiye’de
PPV’nin varhig: ile ilgili yapilan ilk ¢alismalar Sahtiyanci ve Kur¢man tarafindan
gerceklesmistir. Sahtiyanci (1968), Edirne’de erik agaglarinda, Kur¢gman (1977),
Ankara merkezde 2 bahgede kayisi ve erik agaglarinda simtomolojik olarak PPV nin
varligimi gbézlemlemislerdir. Hastalik girisi 1980’11 yillarda Ege’de, 2000°1i yillarda
ise Akdeniz bolgesinde yeni goriilmeye baslanmistir (Caglayan vd., 2011).
Tiirkiyenin 56 ilinde yapilan bir ¢alismada PPV nin Ege ve Marmara bolgelerinde de
bulundugu bildirilmistir (Akbas et al., 2011).

2.2. Taksonomi ve Genom Yapilari

ApMV’nin 25-29 nm ¢apinda yuvarlak partikiilleri olup, tek sarmal ve 3 pargali bir
genoma sahiptir. Bu RNA’lardan RNA 3 hareket ve kapsid proteinini kodlamaktadir.
Virionlar %16 niikleik asit, %84 protein igermekte ve Bromoviridae familyasinin 3.

alt grubu icerisinde llarvirus cinsinde yer almaktadir (Howell et al., 1991).

PDV ise 19-26 nm c¢apinda yar1 yuvarlak partikiillere sahip, 73 nm boyunda kisa
basil seklinde olup tek sarmalli RNA igermektedir. Bromoviridae familyasinin
[larvirus cinsinin 4. altgrubu altinda yer alan PDV nin kilif proteinin molekiil agirligi
24000 dalton olup viriis partikiilleri %14 niikleik asit ve % 86 protein icermektedir.
(Brunt et al., 1996).

PNRSV 23-27 nm c¢apinda, yuvarlak partikiile sahip olup, tek sarmalli, {i¢ parcali
RNA’dan olusmaktadir. Viriis partikiilleri %16 niikleik asit ve %84 protein
icermektedir. Viriis Bromoviridae familyasinin 4. alt grubunda llarvirus cinsinin bir
tiyesidir. RNA1 ve RNA2 RNA’nin replikasyonunda gorev yaparken RNA3 hareket



proteini ve kilif proteini kodlamaktadir (Ong, 1987; Brunt et al., 1996).

ACLSV 600-740x12 nm boyutlarinda, ¢ok kivrimli ipliksi bir partikiile sahip olup,
viris tek sarmalli ve tek pargali RNA genomuna sahiptir. Betaflexiviridae
familyasinin  Trichovirus cinsi i¢inde yer alan ACLSV’nin genomu 7555
niikleotidden olugsmakta ve virionun kendisi 2500 kDa agirligindadir (Martelli et al.,
1994; Sutic et al., 1999).

CLRV 28 nm capinda yuvarlak partikiillii, tek sarmalli ve iki parcali RNA genomu
iceren bir viriistiir. RNA-1 ve RNA-2 sirasiyla, yaklasik 8.2 ve 6.8 kb boyutundadir.
CLRV Secoviridae familyas1 igerisinde Nepovirus cinsinin bir tiirii iginde yer
almaktadir (Jones, 1985).

PPV 750x15 nm boyutlarinda ¢ok kivrimli ipliksi bir partikiile sahip pozitif
duyarlikta tek sarmal RNA igeren bir viriistiir (Ravelonandro et al., 1988). Viriis
partikiilleri %7 niikleik asit ve %93 oraninda da protein icermekte olup Potyviridae

familyasinda Potyvirus cinsi igerisinde yer almaktadir (Brunt et al., 1996).

2.3. Konukcular: ve Tasinmalari

ApMV mekanik inokulasyon ve as1 kaynagmalari ile tagmabilmekte, tohumla ise
tasinamamaktadir (Brunt et al., 1996; Petrzik and Lenz, 2002). Rosaceae familyasina
giren bitkiler bu viriisiin ana konukgular1 olmasina ragmen, ApMV 19 familyadan 65
bitki tiiriinde enfeksiyona yol agmakta olup ¢ok genis bir konukgu dizisine sahiptir
(Zeki, 1991). Virlis su ana kadar odunsu bitkilerden bogiirtlen, ahududu, elma,
kayisi, kiraz, badem, erik ve seftali, findik, giil ve serbet¢i otunda belirlenmistir.
Ayrica, ApMV’nin disbudak ve atkestanesi gibi orman agaglarinda da varlig
saptanmustir (Polak and Zieglerova, 1997).

PDV’nin konukgular1 arasinda en 6énemlileri Prunus tiirlerinden kayisi, kiraz, visne,
erik ve seftali olup viriis mekanik inokulasyon, as1 kaynasmasi, polen ve tohumla

taginmaktadir. Ancak viriis kiraz ve visnede 6zellikle polen ve tohumla tasinmaktadir



(Nemeth, 1986; Smith et al., 1998). Prunus tiirlerinin %70-80 kadarmin PDV ile
bulasik olabilecegi rapor edilmistir (Dunez, 1988).

PNRSV’nin konukgular1 arasinda Rosaceae familyasina mensup pek ¢ok bitki yer
almaktadir. Ekonomik a¢idan en onemli konukgular arasinda kiraz, visne, erik,
seftali, kayist ve giil yer almaktadir. Ayrica PNRSV’nin PDV ile birlikte en sik
goriilen virlis oldugu bildirilmistir (Nyland et al., 1976; Brunt et al., 1996). PNRSV
enfekteli cogaltma materyali ve mekanik olarak tasinabildigi gibi tohum ve polenle
de tasmabilmektedir (Nemeth, 1986). Viriisiin tohum ve polen kdkenli olmasinin,
sert c¢ekirdekli meyve agaglarinda ¢ok hizli yayilmasinda oldukga etkili oldugu
bulunmustur (Cole et al., 1982; Hamilton et al., 1984; Uyemoto et al., 1992). Prunus
tirlerinde tohumla taginma oraninin, tiire bagli olarak %70’e kadar ulasabildigi
bilinmektedir (Megahed and Moore, 1967). Tohumla tasinma en sik visnelerde
goriilmektedir. Enfekteli polenlerin bitkiden bitkiye tasmmmasinda thrips ya da
ciceklerde dolasan diger arthropodlarin (kirmizi 6riimeek gibi) vektor gorevi yaptigi

birgok ¢alismada bildirilmistir (Johansen et al., 1994)

ACLSV’nin konukgularinin ¢ogu Rosacae familyasina ait meyve tiirleri olup ayva,
armut, elma, kayisi, kiraz, seftali, erik ve visne en Onemli tiirler arasinda yer
almaktadir. Virlis yumusak c¢ekirdekli meyve agaglarinda c¢ogunlukla belirti
vermeden bulunurken, sert ¢cekirdekli meyve agaglarinda ¢ok ciddi hastaliklara sebep
olmaktadir (Brunt et al., 1996). Elma, armut, seftali, erik, visne ve bademi kapsayan
birgok meyve tiiriinde hastalik yapmaktadir (Nemeth, 1986; Desvignes and Boye,
1989). Virisiin tasinmasit kok kaynagmasi veya yaprak siirtiinmesi gibi mekanik
yaralanmalar sonucunda meydana gelmektedir. Virlis ayrica bir odunsu bitkiden
digerine goz asisiyla rahatlikla taginabilmekte ancak enfekteli agaglarda esit bir

dagilim gostermemektedir (Nemeth, 1986).

CLRV’nin konukgular1 arasinda kiraz, visne, ceviz, zeytin, hus ve karaagag yer
almaktadir. CLRV nin kiraz ve visne agaclarini1 enfekte eden tip irkinin nematodlarla
tasindig1 gibi, tohumla, polenle ve mekanik inokulasyonla da tasindigi belirtilmistir

(Jones, 1985; Rebenstorf et al., 2006). Nematodlar ile tasinmada en sik goriilen



tiirlerin Xiphinema coxi, X. diversicaudatum ve X. vuittenezi olduklar rapor edilmistir
(Flegg, 1969). Yaygin dogal konukgularinda tohum kaynakli bulasma %0.5-35
oranlar1 arasinda olurken bir ¢ok otsu konukc¢usunda bu oran 100%’diir. Ceviz, hus
ve kaaraggta polenle tasinma daha On plana ¢ikmaktadir (Diekmann and Putter,

1996).

PPV’nin kayisi, erik ve seftalilerde enfeksiyonlara neden oldugu bilinirken Brunt vd.
(1996), son yillarda bu viriisiin bu bitkiler disinda badem, ceviz, kiraz ve visneyi de
enfekte edebildigi saptanmistir (Gottwald et al., 1995; Baumgartnerova, 1996).
PPV’nin taginmasi non-persistent olarak Brachycaudus cardui, B. helichrysi, Myzus
persicae ve Phorodon humuli yaprak bitleriyle ve enfekteli materyalin vejetatif
cogaltilmas1 ile yayilmakta ancak polen ve tohumla taginmadigi bildirilmistir
(Labonne et al., 1995).

2.4. Yol Actiklar: Belirtiler

ApMV belirtileri elma ¢esidine, viriis irkina ve g¢evre sartlarina bagli olarak yildan
yila degismektedir. Yapraklarda genellikle sarimsi beyaz lekeler yaninda mozaik
belirtileri olusmakta ayrica kiigiik sar1 lekeler de meydana gelmektedir. Kuvvetli
glines 15181nda yapraklarda nekrozlar olugsmakta ve erken dokiilmeye rastlanmaktadir.
Belirtiler genellikle yazin erken dénemde goriilmekte olup sicakligin yiikselmesiyle
maskelenebilmektedir (Ozkan ve Kurgman, 1976). ApMV, sert ¢ekirdekli meyve
agaclarinda nekrotik halkali leke, serbetci otunda ise klorotik benekler olusturmakla
beraber kiraz ve visne agaglarinda nadiren belirti gostermektedir (Dunez, 1988;
Brunt et al., 1996; Smith, 1998).

PDV, sert c¢ekirdekli meyvelerin yetistirildigi tiim alanlarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Ancak olusturdugu simptomlar bitki tiiriine, viriis irkina ve sicakliga
bagl olarak degismektedir (Diekmann and Putter, 1996). PDV ile bulasik agaglarin
yapraklarinda genellikle kiigiilme ve daralma, damar bolgesinde kirisma, siirgiin
aralarinda kisalma, ozellikle kiraz ve visnelerin yapraklarinda klorotik halka ve

lekeler meydana gelmektedir (Sutic et al., 1999). PDV, yaprak disindaki organlarda
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fazla belirti gostermeyip PNRSV ile karigik enfeksiyon durumunda, agaclarda meyve
gozlerinin sayisinin azalmasma ve ¢iplak siirgiin olusumuna neden olmaktadir

(Kunze, 1988).

PNRSV’nin neden oldugu hastaligin gelisimi sok ve kronik devre olarak iki doneme
ayrilmistir. Viriisiin sok devredeki belirtileri yapraklarda nekrotik ve klorotik alanlar,
halkalar ve lekeler seklinde kendini gostermektedir. Nekrotik halka ve lekelerin orta
kisimlarinin sonradan diismesi ile yapraklarda sagma deligi goriiniimii olusmaktadir.
Bu devrede belirtiler geng agaglarin Gliimiine kadar varabilen sonuglara neden
olabilir. Kronik déonemde agaglar saglikli gibi goriinmekle beraber, dar ve derimsi
yapraklarin parlak ve gevrek oldugu, yaprak kenarlarinda testere disliligin meydana
geldigi belirtilmistir (Nemeth, 1986). Viriisiin genel simptomlart; yapraklarda
klorozlar, nekroz, yaprak deformasyonu ve gelisme geriligi olarak siralanmistir.
Klorozun yapraklarda ¢izgi, halka, bant, leke ya da mozaik goriiniimiinde
olabilecekleri rapor edilmistir. Ayrica enfekteli bitkilerin gozleri, yapraklari ve
dallari tizerinde nekrotik alanlar olusabilir. Epinasti, kirisiklik ve enasyonlarin da
hastalik simptomlar1 arasinda yer aldigi bildirilmektedir. Nekrozlarin genellikle
siddetli bir enfeksiyonu takiben gelismenin ilk evrelerinde gozlendigi ve yapraklar da
dahil olmak iizere dal ve siirgiinleri de etkiledigi belirtilmistir (Bock, 1967; Nyland et
al., 1976; Dunez, 1988).

ACLSV, kiraz ve visnede birgok g¢esitte belirti vermeden bulunmasina ragmen
PNRSYV ile birlikte meyvelerde nekrotik ve ¢okiik lekeler seklinde belirtilere neden
olmaktadir (Dosba et al., 1986; Desvignes and Boye, 1989). ACLSV’nin ekonomik
Onemi virlisiin diinyanin her yerinde yaygin bir sekilde epidemi olusturmasiyla ve
fidanliklarda bazi Erik kombinasyonlarinda ana problem olan as1 uyusmazliklarina
sebep olmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Viriisiin bircok 1rki, meyve agaglarinda latent
olmasma karsin diger bazi wrklar1 yaprak kizarmasiyla birlikte tepe siirgiinlerinde
calilasma ve bazi anaglar lizerine asili elma varyetelerinin 6liimiine yol agmaktadir
(Desvignes and Boye, 1989). Viriis ayn1 zamanda eriklerde kabuk yarilmalarina,
yaprak beneklenmelerine, seftalide koyu yesil renkli beneklere, siddetli yaprak ve

meyve deformasyonlarina, bazi kayisi ¢esit anag kombinasyonlarinda ise asi
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uyusmazliklarina neden olabilmektedir (Nemeth, 1986; Desvignes and Boye, 1989;
Sutic et al., 1999).

CLRYV ile bulasik agaglarin yaprak kenarlar1 yukar1 dogru kivrilir ve bazi ¢esitlerde
ilkbaharda morumsu kirmizi yapraklanma goriilir. Bunun yaninda yapraklarda
sarims1 yesil lekeler, erken yaprak dokiimii, enasyonlar, rozet olusumuna yol
a¢gmaktadir. Meyve deformasyonlari, meyvenin dikis yerinde derin ¢atlaklar, verimde
diisiikliikler ve bir yillik siirgiinlerde zamk akintili kanser yaralar1 da olusturmaktadir
(Nemeth, 1986; Hamacher and Quadt, 1991). Enfekteli kiraz ve visne agaglarindaki
en belirgin ozellik, yapraklanma ve c¢igeklenmede 1-2 haftalik bir gecikmedir
(Anonim, 2008).

PPV seftalilerde yaprak, meyve ve bazi gesitlerin ¢icek tag yapraklarinda; kayisi ve
erik agaclarinda ise yaprak, meyve ve meyve ¢ekirdeklerinde degisik sekillerde
belirtilere yol agmaktadir (Lopez-Moya et al., 2000). PPV ile enfekteli kayisi ve erik
meyvelerinde halka veya cizgi seklinde lekeler, cukurluklar, nekrozlar, mezokarp
dokularinda kararmalar ve sekil bozukluklari, meyve ¢ekirdeklerinin ise ¢ekirdek
renginden daha acik ve koyu, sekilsiz veya genellikle halka seklinde lekeler
gosterdigi belirtilmektedir (Guinchedi et al., 1977). Seftali meyvelerinde ise zaman
zaman sekil bozukluklarina, beyaz etlilerde daginik beyazimsi halkalar, sar1 etlilerde
yesilimsi beyaz halkalar olusturdugu, meyve c¢ekirdeklerinde ise herhangi bir
belirtinin s6z konusu olmadigi bildirilmistir (Ogawa et al., 1995). Bu viriis bazi
seftali ¢esitlerinde meyvelerde seker oranmini diisiirerek meyve kalitesini de
bozmaktadir. Kiraz ve visne agaclarinda meydana getirdigi belirtiler genellikle
yapraklarda damar agilmasi, damar bantlagsmasi, klorotik mese yapragi formu ve bazi

yapraklarda sekil bozuklugu rapor edilmistir (Crescenzi et al., 1997).
2.5. Serolojik ve Molekiiler Yontemlerle Tanilanmasi
Sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda virus hastaliklarinin inkiibasyon siirelerinin uzun

olmasi, hastalik etmenlerinin konsantrasyonlarinin diisiik olmas1 ve bitkide virtisiin

cogalmasini engelleyen inhibitéor maddelerin bulunmasi tanilama c¢aligmalarini
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gliclestirmektedir. Ancak son yillarda klasik tanilama yontemlerinin iyilestirilmesi ve
yeni tanilama yontemlerinin gelistirilmesiyle bu sorunlarin iistesinden gelinerek

oldukca hizli ve giivenilir bir sekilde tanilama yapilmaktadir.

Sert ¢ekirdekli meyve virlislerinin tanilanmasi i¢in serolojik yontemlerden DAS-
ELISA, molekiiler yontemlerden RT-PCR ve dot blot hibridizasyon yontemleri ve
biyolojik indeksleme yaygin olarak kullanilmaktadir. Hedeflenen viriis ve konukcuya
gore hassaslik diizeyleri goz oniine alinarak bu yontemlerin biri veya birkagi birlikte
kullanilmaktadir. Bu yoOntemlerin viriislerin  tanilanmasindaki  duyarliliklar

birbirinden farklilik gostermektedir.

Serolojik yontemlerden ELISA, bitki virlislerinin saptanmasinda rutin olarak
kullanilmaktadir (Torrance, 1981). Sert ¢ekirdekli meyvelerde viriis tanilamasi igin
ELISA yontemi ilk olarak PPV tanisinda kullanilmistir. Erik meyve, ¢igek, yaprak ve
kok orneklerinde PPV nin tanisi i¢in uzun yillar ELISA yontemi uygulanmis ve ¢ok
sayida ornegin hizli ve kolay bir sekilde testlenmesi basarilmistir (Clark et al., 1976).
Daha sonra bu yontem diger viriislerde de kullanilarak hemen hemen tiim sert

cekirdekli meyve viriislerinin tanilanmasinda basariyla uygulanmstir.

Diinyada sert ¢ekirdekli meyvelerde goriilen viriislerden ApMV, ACLSV, PNRSV,
PDV, CLRV ve PPV’nin ELISA ile tespitiyle pek ¢ok caligma yapilmistir (Ismaeil et
al., 2003; Myrta et al., 2003; Aneliya, 2005; Mandic et al., 2007; Myrta and Savino,
2008).

Myrta vd. (2003), Tiirkiye’nin de iginde bulundugu Akdeniz iilkelerinde yapilan 10
yillik siirvey calismalari sonucunda sert ¢ekirdekli meyveler igerisinde %54 ile en
cok kiraz agaclarinin viriislerle enfekteli oldugunu tespit etmislerdir. Kirazda en sik
goriilen virtis PDV (%67.2) olurken bunu karisik enfeksiyonlar (%13.0), ACLSV
(%10.6) ve PNRSV (%5.9) takip etmistir. Yapilan ¢alismalarda bu virtislerin %8-22
arasinda degisen oranlarda iKi veya daha fazla karisik enfeksiyon tespit edilmistir.

Bazi bolgelerde yiiksek enfeksiyon orani ve karisik enfeksiyonlarin kayda deger
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ekonomik kayiplar ve %57’ye varan verim kayiplarina neden oldugu belirlenmistir
(Varveri and Bem, 1995; Dominguez et al., 1998; Myrta et al., 2003).

Akdeniz iilkeleri diinya kiraz iiretiminin yaklasik %38’ini karsilamaktadir. Akdeniz
tilkelerindeki kiraz alanlarinda en sik goriilen virlis hastaliklar1 yapilan pek c¢ok
calisma ile belirlenmistir. Akdeniz iilkelerinde serolojik yontemlerle gergeklestirilen
testlerde kirazlardaki viriis enfeksiyon orani %48 olarak bulunmustur. Bu oran giliney
Akdeniz tilkelerinde %10 civarindayken, kuzey akdeniz iilkelerinde %60’lara kadar
cikmistir. En sik goriilen virtisler siras1 ile PDV, PNRSV, ACLSV ve ApMV
olmustur. Enfekteli agaclarin %80’inde tespit edilen PDV biiyiik bir farkla kirazda

en yaygin goriilen viriis olmustur (Myrta and Savino, 2008).

Sirbistan’da 125 visne ve kiraz agaci ELISA ile test edilmistir. Tiim orneklere
PNRSV, PDV, ACLSV, ApMV ve PPV icin DAS-ELISA testi uygulanmistir.
ELISA testi sonucunda PDV, ACLSV ve PNRSV’nin bulunma orani %63 olarak
bulunmustur. Bu virlislere ilave olarak 80 aga¢ da Arabis mosaic virus (ArMV),
Cherry leaf roll virus (CLRV), Strawberry latent ring spot virus (SLRSV), Petunia
asteroid mosaic virus (PetAMV), Raspberry ringspot virus (RpRSV), Tomato black
ring virus (TBRV), Tobacco mosaic virus (TMV) ve Tomato ringspot virus (TORSV)
ELISA ile test edilmis ve sadece 1 aga¢ PetAMYV i¢in pozitif bulunmustur (Mandic et
al., 2007).

Ulkemizde sert ¢ekirdekli viriislerle yapilan ilk ¢aligmalar Afyon’da 1970’lerin
baslarinda Kurgman (1977) tarafindan yapilmistir. Simptomolojik gézlemler ve bazi
indeksleme ¢alismalar1 agaglarin viriislerle enfekteli oldugunu gostermis, daha sonra
yapilan calismalar otsu bitkilere mekanik inokulasyon uygulanarak kiraz ve visne
agaglarinda ve baz1 fidanliklarda PNRSV, CLRV ve RRSV’nin varligi tespit
edilmistir. Serolojik yontemlerin gelismesiyle yapilan ¢aligmalar hizla artmis ve pek

cok viriisiin teshisi yapilmistir.

Tirkiye'de sert ¢ekirdekli meyve viriislerin varligr yapilan pek cok calisma ile

bildirilmistir. ApMV, ACLSV, PNRSV, PDV, CLRV ve PPV ticari bahg¢elerde ve
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sert ¢ekirdekli agaglarda Ege Bolgesinde Azeri (1994), Dogu Akdenizde Baloglu vd.
(1995), Caglayan Yildizgordii and Hurugil (1996), Gazel ve Caglayan (1998),
Sertkaya vd. (2004), Sertkaya (2008), Dogu Anadolu’da Elibiiyiik ve Erdiller (1998),
Sipahioglu vd. (1999), Orta Anadolu’da Elibiiyiik (2003), tarafindan yaygin olarak
tespit edilmistir. Bu viriislerin bazilar1 ayn1 zamanda ticari olarak iiretim yapan 6zel
ve resmi fidanliklarda da ortaya ¢ikmistir. Bu viriisler tek baglarina bulunabildigi
gibi, iki ya da daha fazla karisik enfeksiyonlar halinde bazi bolgelerde bulundugu
ELISA ile tespit edilmistir.

Erdiller (1988), serolojik testler ve otsu bitkilere mekanik inokulasyon ile Ankarada
PPV’nin varligin ilk olarak tespit etmis, daha sonra yapilan bagka bir ¢alismada da
simptomolojik goézlemler, mekanik inokulasyon ve serolojik testler kullanarak
PPV’nin varlig1 teyit edilmistir (Elibiiyiik ve Erdiller, 1991).

ELISA yontemi kullanilarak yapilan g¢alismalarda sert c¢ekirdekli meyvelerden
Kirazda en sik goriilen viriisin PDV oldugu ve enfeksiyon oraninin %5-55 arasinda

degistigi ortaya konmustur (Azeri, 1994; Caglayan Yildizgordii and Hurigil, 1996;
Fidan ve Ozdemir, 2000; Paylan, 2006).

Izmir ili ve ilgelerinde kiraz alanlarinda yapilan bir calismada ELISA testlerinin
sonucunda, 400 6rnegin 49’unda PDV, 9’unda ACLSV, 24’tinde PNRSV ve 3’iinde
de birden ¢ok viriis tespit edilmistir. Testlenen 400 6rnekte CLRV, PPV ve ApMV
enfeksiyonlar1 saptanmamuistir. Bu verilere gére PDV %12.7 ile kiraz alanlarinda en
stk goriilen viriis olurken %68,5’lik kisimda herhangi bir viriis tespit edilmemistir

(Paylan, 2006).

Isparta ili Tiirkiye’nin Bati Akdeniz boélgesinde yer alan Onemli meyve iretim
merkezlerinden birisidir. Bu nedenle bolgede sert cekirdekli viriislerin varligini
tespiti icin birka¢ ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda bir koleksiyon bahgesinde 16
sert ¢cekirdekli ornek ACLSV ve PNRSV i¢in ELISA ile test edilmis ve sadece bir
ornekte ACLSV pozitif 6rnegi bulunmustur (Ulubas and Ertung, 2005).
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Isparta ili Egirdir ilgesinde kiraz kalem damizliklarinda yapilan bir baska ¢aligmada
DAS-ELISA testleri sonucunda, 29 kiraz agaci (%23.2) ACLSV ile, sekiz kiraz
agaci (%6.4) ArMV ile, 65 kiraz agac1 (%52) PDV ile, dort kiraz agaci (%3.2)
SLRSV ile ve iki kiraz agac1 (%1.6) TBRV ile enfekteli olarak saptanmistir. Buna
karsin ApMV, CLRV, PNRSV ve RpRSV’lart yoniinden damizlik agaclar temiz
bulunmustur (Fidan ve Ozdemir, 2000).

Isparta’da yapilan baska bir ¢alismada da elma bahgelerinde 276 yaprak Ornegi
toplanmuis, tiim 6rnekler ApMV igin DAS-ELISA ile test edilmis ve 6rneklerin 82°si
pozitif bulunmustur (Yardimci and Eryigit, 2005).

Cevik vd. (2011), Isparta ilinin 7 farkli bolgesinde 45 sert ¢ekirdekli meyve
bahgesinde yaptiklar: bir ¢alismada 175 yaprak 6rnegi toplamiglar ve bu drneklerin
hepsi ApMV, PDV, PPV, PNRSV ve ACLSYV ig¢in ELISA ile test edilmislerdir.
ELISA sonuglarmma gére ApMV ve PPV tespit edilemezken, PDV, ACLSV ve
PNRSV ile enfekteli sirasiyla 46 (%26.3), 24 (%13.7) ve 16 (%9.1) 6rnek tespit
edilmistir. Ayrica dokuz kiraz agacinda (%5.1), viriisle enfekteli karisik
enfeksiyonlar tespit edilmistir. PDV’nin bolgede %26.3 enfeksiyon oraniyla en

yaygin viriis oldugu ortaya konmustur.

Bununla birlikte odunsu konukgularin dokusunda bulunan viriisiin homojen olmayan
dagilimindan ve mevsime bagli konsantrasyon dalgalanmalarindan dolayr ELISA
testi ile saptanmasinda bazi sorunlar ortaya cikabilmektedir (Torrance, 1981).
Serolojik kokenli bir test olan ELISA’nin giivenilirligi ve kullanimi, bazi
sirlamalara baglidir. Ozellikle meyve agaclari ya da daha genis bir ifadeyle odunsu
bitkilerde, diisiik viriis konsantrasyonu ile viriisiin agactaki heterojen dagilimi gibi
unsurlar dikkate alindiginda bu yontemin mevsimsel olarak yanlis sonucglar vermesini
miimkiin kilabilmektedir (Dal Zotto and Nome, 1999). Bu nedenle ELISA yontemi,
ornekleme zamanina bagli olarak islevini gergeklestirebilen bir test olup, bir virtisiin
farkli irklar ile enfekteli olan 6rneklerde, viriis irklarinin belirlenmeme olasiligi da
bulunmaktadir. Bu yilizden daha duyarli ve giivenilir teknik olarak bilinen ve

ozellikle de mevsime baglh farkl viriis konsantrasyonlarindan az etkilenen Polimeraz
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zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction, PCR) sayesinde ELISA’da yasanan
birgok problem ortadan kalkmistir (Smith et al., 1998). PCR, genetik materyalin
(DNA, RNA) iizerinde se¢ilmis bir ya da birden fazla bolgenin oligoniikleotit pirimer
ve Tag polimeraz enzimi kullanilarak bir otomatik sicaklik dongii (termo cycle)
sistem (PCR cihazi) yardimiyla ¢ogaltilmasi islemidir (Mathews, 1993). Ayrica
RNA’dan DNA sentezleme suretiyle PCR, RNA genomuna sahip viriislerde de RT-
PCR olarak kullanilmaktadir. Farkli amaclarla farkli alanlarda yaygin bir kullanim
alanina sahip olan PCR ve RT-PCR son derece duyarli ve 6zel bir tan1 teknigi olup,
giiniimiizde bitki virlislerinin tanilanmasinda ve meyve agaglarinda hastalik yapan
bitki patojeni viriislerin tanilanmasinda basarili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir
(Saiki et al., 1985). Viriislerin belirlenmesinde kullanilacak tekniklerin duyarlilik,
hiz, maliyet ve uygulama kolaylig1 gibi 6zellikleri tasimasi gerekmekte olup PCR ve
RT-PCR’in bu o6zellikleri tagidigi kaydedilmistir. RT-PCR siirvey g¢aligmalarinda
yaygin bir kullanim alan1 olan ELISA’ya gore 100-10.000 kat daha duyarli oldugu
belirlenmistir (Vunsh et al., 1991; Rowhani et al., 1995). Bu nedenle son yillarda
yapilan tanilama ¢alismalarinda ELISA ve RT-PCR kombinasyonu kullanilmaktadir.
Genellikle 6rnekler 6nce ELISA ile 6n taramadan gegirilmekte daha sonra ELISA’da
negatif olan izolatlar PCR ile tekrar testlenmekte veya dogrudan RT-PCR
yapilmaktadir (Parakh et al., 1995; Pallas et al., 1998; Sanchez-Navaro et al., 1998;
Saade et al., 2000; Herranz et al., 2005).

Tirkiye’de de yurt disinda oldugu gibi sert ¢ekirdekli meyve viriisleriyle ilgili pek
¢ok calisma yapilmistir (Ulubas and Ertung 2004; 2005; Usta vd., 2005; Sipahioglu
et al., 2006; Giimiis et al., 2007b; Caglayan et al., 2008; kbas et al., 2011).0zellikle
yapilan c¢alismalar ELISA VE RT-PCR’imm kombine kullanildigi c¢aligsmalar
seklindedir

Usta vd. (2005), bir kiraz izolatindan aldiklar1 drnekte PNRSV’nin tespitinde iki
farkli teshis yonteminin (DAS ELISA ve RT-PCR) basarisim1 karsilastirmislar, RT-
PCR’in ELISA testi ile kiyaslandiginda PNRSV izolatim1 teshiste daha hassas
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica yaprak dokusunun kok, kabuk ve yesil siirgiin
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kabugu dokularina nazaran kirazda PNRSV’yi saptamada en iyi bitkisel doku oldugu

da belirlenmistir.

Tirkiye’nin sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin yapildigr farkli bolgelerindeki
fidanliklar ile meyve bahgelerinde bulunan erik, kayisi, nektarin, seftali, kiraz ve
visne agaglarinda yapilan bir arastirmada 486 bitkisel materyal PNRSV’nin ve 369
ornek ise ACLSV’nin belirlenebilmesi i¢in serolojik ve molekiiler yontemlerle
testlenmislerdir. Tiim 6rneklere uygulanan RT-PCR sonucunda 51 6rnegin PNRSV
ve yine 51 6rnegin ACLSYV ile enfekteli oldugu belirlenirken DAS-ELISA ile yapilan
testler sonucunda ise sadece 31 materyalin ise PNRSV ve 13 ACLSV o6rnegin
enfekteli oldugu tespit edilmistir (Ulubas and Ertung 2004; 2005).

Caglayan vd. (2008), Dogu Akdeniz Bolgesinde 240 kiraz ve 73 visne Orneginde
PNRSV, PDV ve PPV’nin varligin1 DAS-ELISA ve RT-PCR testleri ile arastirmis,
ELISA sonucunda en yaygin viris PDV(%10.8) olurken, bunu PNRSV(%3.8)
izlemistir. Tim pozitif 6rnekler kirazlardan elde edilmis, visne 6rneklerinin hepsi
negatif sonu¢ vermistir. ELISA sonuglarinda bir kiraz 6rnegi PPV ile bulasik tespit

edilmesine ragmen RT-PCR sonucunda negatif ¢ikmistir.

Ege Bolgesinde yapilan bir ¢alismada farkli sert cekirdekli meyve agaglarindan
alinan 1225 6rnek ACLSV, PPV, ApMV, PNRSV ve PDV igin DAS-ELISA, Plum
bark necrosis stem pitting associated virus (PBNSPaV) i¢in RT-PCR ile test
edilmistir. Testlemeler sonucunda PDV(14.0%) en yaygm virlis olurken, kiraz
viriislerin en ¢ok (35%) goriildiigii sert ¢ekirdekli meyve agaci olmustur (Glimiis et
al., 2007b). Ayni arastirict Tiirkiye nin farkli bolgelerinde bulunan ve sert ¢ekirdekli
meyve tiirlerine ait ¢esit koleksiyonlarina sahip arastirma enstitiilerinden saglanan
320 ornegin serolojik ve molokiiler testler sonucunda 50 tanesinin en az bir viriisle

enfekteli oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Giimiis vd., 2007a).
Son yillarda ayni anda birden fazla viriis tespiti saglayan multipleks RT-PCR (MRT-

PCR) yontemi gelistirilmis ve rutin tani testleri i¢in daha az zaman, emek,

maliyetinden dolayi arzu edilen bir tan1 yontemi haline gelmistir (Hassan et al., 2006;
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Menzel et al., 2002; Sanchez-Navaro et al., 2005). MRT-PCR ile daha az zamanda
daha cok hedef bolge amplifikasyonu gerceklestirildiginden 6zellikle birden fazla

viriistin birlikte bulundugu durumlarda kullanigh bir inceleme yontemidir.

Saade vd. (2000), sert cekirdekli meyve agaglarini sik goriilen PNRSV, PDV ve
ApMV ’nin nonisotopic molekiil hibridizasyon ve multiplex RT-PCR ile aninda tanis1
igin bir ¢alisma yapmislardir. mMRT-PCR’la tek bir testte 3 viriisii tanimlamislardir.
MRT-PCR hassasiyet, giivenirlilik, uygulanabilirlik, zaman ve maliyet tasarrufu

yoniinden pek ¢ok avantajlarinin oldugu belirlenmistir..

MRT-PCR testi ApMV, ACLSV, PNRSV, PDV, PPV, ApLV, APLPV ve PBNSPaV
dahil olmak tizere sekiz farkli sert cekirdekli meyve viriisiin es zamanl tespiti i¢in
gelistirilmistir. Bu yontem kullanilarak yapay karigimlarda ve arazi kosullarinda
dogal olarak karisik enfekteli bitkilerde bulunan viriisler etkili bir gsekilde

belirlenmistir (Sanchez-Navarro et al., 2005).

Cevik vd. ( 2011), tarafindan bu yontem modifiye edilerek ELISA ile test ettikleri
175 ornekten segilen 30 Ornegi virlis tanist icin MRT-PCR ile tekrar teste tabi
tutulmus olup PPV tespit edilemezken 20 6rnekte ApMV, PDV, PNRSV ve ACLSV
tek tek veya karigik enfeksiyon halinde bulunmustur. MRT-PCR sonucunda enfekteli

bitki oranlarmin %20 arttig1 belirlenmistir.

2.6. Biyolojik Indeksleme Tle Tlgili Yapilan Calismalar

Biyolojik indeksleme, hasta oldugu diistiniilen bitkiden viriis igeren bitki doku veya
ekstraktlarinin test bitkisi olarak kullanilan ¢esitli saglikli bitkilerin yiizeyine degisik
sekillerde mikroskobik veya makroskopik vyaralar olusturmak suretiyle

uygulanmasidir.

Kegler (1966), sert cekirdekli meyve agaclarindan otsu indikator bitkilere ilk viriis
naklinin 1948 yilinda visneden hiyar bitkisine yapildigin1 belirtmis, yaptiklari
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calismada PDV ve PNRSV’yi sert ¢ekirdeklilerden hiyara 0.01 M fosfat tamponu
(pH 7.5) yardimiyla nakletmislerdir.

Mandic vd. (2007), yaptiklar1 bir ¢alismada kiraz agaglarinda bulduklar1 virtsleri
mekanik inolulasyon ile otsu indikator bitkilerden Nicotiana occidentalis, N.
benthamiana, Cucumis sativus, Chenopodium quinoa ve C. amaranticolor
bulastirmig, 45 pozitif ornekten sadece 5’inde PDV ve PNRSV ELISA ile tespit
edilmistir. Aymi calismada otsu indikator bitki olarak P. serrulata (siis kirazi)
kullanilmig bitkilerde yaprak defermosyanlari, epinasti ve nekrotik belirtiler

olusmustur.

Parakh vd. (1995), RT-PCR teknigini biyolojik indeksleme ve ELISA testi ile es
zamanlt olarak PDV teshisinde kullanmislardir. RT-PCR tekniginin PDV’nin
teshisindeki basarisindan 6tiirii sert ¢ekirdekli meyvelerdeki PDV izolatlarinin
teshisinde, saglikli damizlik materyal elde etmede ve karantina kapsami ¢ercevesinde

kullanilabilecek 6nemli bir teshis teknigi oldugunu vurgulamislardir.

Hong vd. (1999), ACLSV'in Cin'de elmalarda ACLSV-C, italya'daki bademlerde
ACLSV-B izolatinin biyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini karakterize etmislerdir.
Konukgular iizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda her iki izolatin 5 familyaya ait 19 tiirde
ve C. quina, C. amaranticolor ve N. occidentalis bitkilerini infekte edebilecegini
lokal ve sistemik klorotik yaprak lekelenmelerine neden olabilecegini bulmuslardir.
Calismada viriise spesifik primerler kullanarak otsu bitkilerdeki ACLSV'nin RT-PCR
yontemiyle basariyla teshisini gergeklestirerek yiiksek kalitede PCR f{iriinii elde

etmislerdir.
Yiirektiirk (1984), seftali, kiraz, kayis1 ve bademde bir slirvey ¢alismasi yapmis ve bu
calismada Marmara bolgesinde 345 6rnegin 34’ {inlin PPV ile enfekteli oldugunu GF

305 anacina ags1 ile enfekte ederek tespit etmistir

Paylan (20006), kiraz agaclarinda tespit ettigi viriisleri C. quinoa, C. amaranticolor,

C. sativus ve G. globosa test bitkilerine mekanik inokulasyon ile bulagtirmis, bunun
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sonucunda yapraklarda renk degisiklikleri, sekil bozukluklar: ve beneklenmeler gibi

belirtiler tespit etmistir.

Hurigil-Gazel (1997), Prunus tiirlerinde yaptiklar bir ¢alismada PNRSV, ACLSV,
PDV, ApMV’iinii DAS-ELISA ile tespit etmis, bulunan viriisleri Cucumus sativus,
Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, Chenepodium quinoa ve C. amaranticolor
test bitkilerine mekanik inokulasyon yapmuistir. Test bitkilerinden sadece C. sativus
bitkileri PDV, PNRSV ve ApMYV ile enfekte olabilmislerdir. PNRSV ile enfekteli
bitkilerden 15 giin sonra yaprak damarlarinda renk agilmasi, PDV ile enfekteli
bitkilerden damar agilmasi ile birlikte yapraklarda kiiclilme ve deformasyonlar

gbzlenmistir.

Kog¢ ve Baloglu (2004), yaptiklar1 bir ¢alismada kiraz ve erikten elde ettikleri
PNRSV izolatlarinin biyololojik karakterizasyon igin test bitkisi olarak kullanilan
bitkilerden C. quinoa’da klorotik benek ve lezyon belirtileri, GF-305" te klorotik
halka belirtisi olusmustur. Kiraz izolatlarinin as1 goézleri kullanilarak Prunus mahaleb

tizerine gerceklestirilen agilamada % 50 oraninda fidan kayiplari meydana gelmistir.

2.7. Gen Dizilimi ve Filogenetik Analiz

Diinyada ve iilkemizde son yillarda viriislerin tiim genom dizilimleri yapilmis ve ¢cok
sayida virlisin genomunun kismi baz dizilimi belirlenmistir. Bu nedenle dizi

analizlerine dayali viriis tanimlamalar1 yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.

PNRSV’nin niikleik asit diizeyinde molekiiler karakterizasyonu amaciyla yapilan bir
calismada Amerikan PNRSV seftali izolatinin PE-5’in RNA3’{inlin niikleotid
dizilimi klonlanmig cDNA’dan belirlenmistir. Elde edilen RNA dizilerinin 1941 nt
uzunlugunda oldugu ve 2 ORF igerdigini, ORF-1’in 31.7 kDa biiyiikligiinde ve 284
amino asit (aa) uzunlugunda bir protein kodlarken ORF-2’nin 25.0 kDa
biiyiikliigiinde ve 224 aa uzunlugunda kilif proteini kodladigi belirlenmistir. Kilif

protein genini amino asit dizilimi elma mozaik viriisiiniin bir izolat1 kilif proteiniyle
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%92 benzerlik gosterirken, diger bir izolat1 ile %66 benzerlik gosterdigini tespit
etmiglerdir (Hammond and Crosslin 1995).

Yapilan baska bir ¢alismada, Almanya’dan PNRSV PV-0096 izolatina ait
RNA3’linlin tamaminin niikleotid dizilimi belirlenerek 1943 nt uzunlugunda
oldugunu ve olustugunu, 74 nt’lik bir intergenik bdlgeyle birbirinden ayrilan iki ORF
igerdigi belirlenmistir. PV-0096 izolatinin ORF-1’1 855 nt uzunlugunda ve 31.4 kDa
biiyiikliigiinde bir protein kodlarken ORF-2’nin 675 nt uzunlugunda ve 24.9 kDa
biyiikliigiinde kilif protein kodladigi belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda
PNRSYV izoaltinin RNA 3’iin 3’ ucundaki gen kodlanmayan boélgenin (UTR) TSV,
PDV ve ApMV ile yiiksek derecede benzerlik gosterdigi de ortaya konmustur (Guo
etal., 1995).

Farkli sert cekirdekli meyvelerdeki PNRSV izolatlar arasindaki molekiiler farkliligin
arastirlldigl calismada, izolatlarin cogu ii¢ farkl restriksiyon enzim kombinasyonu
kullanilarak ayirt edilmistir. Bu izolatlarin 15’inin RNA4’tiniin kilif protein geninin
baz dizisi belirlenmis ve filogenetik analizler sonucu diger arastiricilar tarafindan
calisilan izolatlar da dahil PNRSV izolatlarinin PV-32, PE-5 ve PV-96 olarak 3 farkli
grupta toplandig1 belirtilmistir. Izolatlarin RNA4 dizileri 884 nt uzunlugunda olup
224 amino asit biyiikligiinde bir protein kodlamaktadir. Grup i¢i benzerlik PV-96
icin  %94.8-99.5, PV-32 igin %97.9-99.2 ve PE-5 igin %96.8-99.8 olarak
belirlenmistir. PE-5 grubuna ait 5 UTR dizilerin diger iki gruptan olduk¢a farkli
oldugunu gostermistir. Ayrica filogenetik analizlerde olusan gruplarla konukcu ve
cografik bolge arasinda net bir iliski olmadigi bilgisine ulasilmistir (Aparicio et al.,
1999).

PNRSV ile enfekteli sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda viriisiin molekiiler tipi ve
cesitliligi ile ilgili bir ¢alismada Cek Cumhuriyeti’'nde 5 farkli konukgu tiiriinden
alinan 16 PNRSV izolatinin RNA3 baz dizileri belirlenmis ve daha once diger
arastiricilar tarafindan baz dizileri belirlenen diger izolatlarla birlikte 46 izolatin
tiimiiniin yapilan filogenetik analize gore virlisiin alindig1 konukguya bagli olarak

Aparicio vd. (1999), tarafindan da agiklandigi gibi {i¢ ana grup altinda toplandigi
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belirlenmistir. Birinci grubun ¢ogunlukla kiraz izolatlarindan (7 kiraz, 1 seftali, 1
elma) olustugu belirlenmistir. Ayrica, PNRSV RNA3’iinde en degisken bolgenin CP
geninin oldugunu bildirmislerdir. (Vaskova et al., 2000).

Cek Cumbhuriyeti’nde kiraz genotiplerinin koleksiyonlarinda varligi tespit edilen 5
PPV izolatindan yaygin olarak kullanilan P1 P2 primerler kullanilarak 1375 bp bir
bolge RT-PCR ile ¢ogaltilmis, PPV Nib-CP-3'NCR bolgesinin DNA dizi analizi
sonucunda PPV 13/2 CZ izolatinin PPV-Rec grubu iiyesi oldugu belirlenmistir
(Navratil et al., 2008).

German vd. (1990), yaptiklar1 ¢alismada farkli izolatlar1 kullanarak ACLSV‘nin
niikleotid dizilerinin tamamim klonlanmis cDNA’dan ilk kez belirlemislerdir. Buna
gore ACLSV’nin RNA  dizisinin 3’ terminal poly(A) kuyrugu hari¢ 7555
niikleotidden olustugu ve 3 ORF igerdiklerini tespit etmislerdir. ORF’ler sirasi ile
216.5, 50 ve 28 kDa molekiil agirligina sahiptir. ORF 1 korunmus dizileri igeren ve
RNA replikasyonunda proteinlere homoloji gosteren bir protein kodlarken, ORF 2

MP, ORF 3 kilif proteinlerini kodlandiklarini ortaya ¢ikarmislardir.

Japonya’da yapilan bir ¢alismada, ACLSV-A izolatinin niikleotid dizilerinin tamami
belirlenmistir. Japonya’dan ACLSV-A elma ile daha once tiim dizilimi yapilan
Fransa’dan ACLSV-P erik izolatlarinin niikleotid dizilimlerinin karsilastirilmasinda
%79.8 benzerlik belirlenmistir. Ayni1 izolatlarin amino asit dizilerinin
karsilagtiritlmasinda ise ORF 1 ve ORF 2’nin kodladiklar1 proteinlerin benzerlikleri
%88.4 ve %79.9 olarak belirlenmistir. ACLSV-P izolatimin 28.3 kDa
biiytikliigiindeki ORF 3 ile 21.4 kDa ORF 3 ‘e sahip ACLSV-A izolatinin amino asit
dizilimleri arasinda %88.6 oraninda benzerlik tespit edilmistir. Immunoblot analizi
sonucunda 21.4 kDa biiyiikliigiindeki proteinin Escherichia coli’ de ifade edilmesi bu
proteinin ACLSV-A’nin kilif proteini oldugunu gostermistir (Sato et al., 1993).

ABD’de Ta Tao 5 seftali izolatinin tliim genomunun niikleotid dizilimi yapilarak

ACLSV’nin genomunun 3’ terminal poly(A) kuyrugu hari¢ 7474 niikleotidden
olustugu ve 3 ORF igerdigi tespit edilmistir. ORF1 1,880 aa ve 216.5 kDa, ORF2
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446 aa ve 49.4 kDa, ORF3’iin ise 193 aa ve 21.7 kDa uzunlugunda ve biiyiikligiinde
olduklar1 belirlenmistir. Ta Tao5 izolati Gen Bank veri tabanindan alinan 7 farkli
ACLSYV izolat1 ile niikleodit dizilerinin karsilastirilmasinda %72.8—69.5 oranlari
arasinda benzerlik gosterdigi ve en fazla benzerligin Fransa’dan Balatonl kiraz

izolat1 ile oldugu bildirilmistir (Marini et al., 2008).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, 2 ACLSV seftali izolatinin CP geninin baz dizisi
belirlenmis ve bunlar Tirkiye’den 2 izolatin da yer aldigi diinyanin farkl
bolgelerinden alinmis olan 15 ACLSV izolatinin birbiriyle olan genetik ikliskisi
incelenmistir. Hindistan seftali izolatlarinin gen bankasindaki diger izolatlarla
niikleotid ve amino asit dizilimindeki benzerlik oranlarinin sirasiyla %69-84 ile %69-
93 oranlarinda oldugu belirlenmistir. Tiirk izolatlari, Hindistan izolatlar1 ile ayirt
edici bir benzerlik veya farklilik ortaya koymazken en yakin iliskiyi Italya seftali
izolatlartyla gostermistir (Rana et al., 2009).

Farkli konuk¢u (kayisi, erik, seftali, badem, elma, armut) ve bolgelerden (italya,
Ispanya, Tiirkiye, Urdiin, Liibnan, Cezayir, Cin) elde edilen 35 ACLSV izolatinin CP
geninin amino asit dizilimi karsilastiriimasi1 sonucunda 4 izolatin CP geninin diger
izolatlardan farklilik gosterdigi ortaya c¢ikmustir. Yapilan filogenetik analizler
sonucunda ACLSV izolatlari arasinda 2 farkli grup olustugu goriilmistiir.
Tiirkiye’den AP-T elma izolatlarin ¢ogu izolatin bulundugu olan birinci biiyiik
grupta yer alirken APR-EAS kayisi izolati 4 izolatin yer aldigi ikinci gruptaki
izolatlarla gruplanmistir. Arastima kapsaminda CP amino asit dizilimlerine gore
yapilan filogenetik analizler ve filogenetik gruplar izolatlarin konukgulari veya
alindiklar1 ¢ografik bolgeler arasinda bir iligki olmadigini géstermistir (Al Rwahnih
et al., 2004).

PDV’nin molekiiler karakterizasyonuna yonelik ¢alismalar ilk olarak viriisiin
RNAZ3’iiniin tiim baz dizilerinin belirlenmesi ile baglamistir (Bachman vd., 1994).
Yapilan ¢alismada virlisiin RNA3’{inlin tamamindan ¢cDNA elde edilip klonlandiktan
sonra niikleotid dizilimi cDNA’dan belirlenerek RNA3’iin 2129 nt’den olustugu

ortaya konmustur. Yapilan dizi analizleri sonucunda RNA 3 ve 72 nt bir intergenik
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bolge ile ayrilan iki ORF igerdigi RNA’nin 5’ ucunda yer alan ORF-1’in 882 nt
uzunlugunda hareket proteini genini kodladigi, ORF-2’nin ise 657 nt uzunlugunda
olup CP genini kodladigi belirlenmistir. Arastirmacilar virtslerin TSV ve AIMV
(Alfalfa mosaic virus) ile baz gosterdigini ve bazi yapisal dzelliklerin ortak oldugunu

kaydetmislerdir.

PDV ile yapilan bagka bir ¢calismada, Orta Avrupa iilkelerinden erik, kiraz ve seftali
agaclarindan elde edilen 11 PDV izolatinin, kilif protein geninin niikleik asit dizileri
ve intergenik bolgeleri belirlenmis ve bu izolatlar daha 6nce bagka aragtirmacilar
tarafindan yayinlanmis iki izolat ile niikleik asit dizilimleri karsilastirilmistir.
Karsilagtirma sonucunda kilif proteinin %88 oraninda korundugu tespit edilmistir.
CP’nin C-terminalin yarisinda yiiksek oranda benzerlik gosterdigini bu bolgede 13
amino asit yer degisimi gozlenirken N-terminal yarida 22 adet oldugunu
belirlemislerdir. PDV izolatlarinin molokiiler agirliklar1 arasindaki en bilyiik farkin
27.7 kDa oldugu ortaya ¢ikmistir. Arastiricilar, amino asit yer degisimleri ile
konukgu tiirii veya cografik orijine bagli bir iliski tespit edemediklerini
bildirmislerdir (Vaskova et al., 2000).

Bachman vd. (1994), nin daha 6nce RNA3’iin CP geninin dizilimini yaptigi PDV” li
Amerika-Seftali izolatiyla Misir ve Amerika’dan 2’ser izolatin baz dizisi belirlenmis
ve karsilagtinlmistir. Yapilan ¢alismada, Misir’dan seftali ve erik izolati,
Amerika’dan 2 kiraz izolat1 kullanilmistir. Dizileme sonucunda Misir izolatlar1 ve
Amerika kiraz izolatinin, Amerika seftali izolat1 ile siras1 ile %97 ve %98 arasinda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Youssef et al., 2002).

Yurtmen vd. (2002), daha once karakterizasyonu yapilan Apr (Kayisi-Macaristan),
Ro (Giil-Israil) ve Pe (Seftali-Amerika) izolatlar ile Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
elde edilen seftaliye asilanmig ti¢ farkli PNRSV, M1, M2, M3 izolatinin niikleotid
dizilerini belirlemislerdir. Niikleotid dizilimine gore en fazla benzerlik % 99 ile M1
ve M2 izolati arasinda olurken, en uzun benzerlik % 83 ile Apr izolatiyla Pe izolati

arsinda gozlenmistir.
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Caglayan vd. (2004), Tiirkiye’ye ait PPV izolatlari karakterize etmek i¢in PPV
enfekteli ornekler arasindan secilen iki erik ve bir kayist PPV izolatinin, viriisiin
protein kilif protein genine ait baz dizilerini tespit etmisler ve gen bankasindan temin
edilen diger PPV irklarinin baz dizileri ile ¢oklu karsilastirmalar yapmislardir. Bunun
sonucunda Tiirk izolatlarinin en yiliksek homoloji oranmni (%96.21) M ki ile
gosterdigi tespit edilmigtir. PPV-D, El amar ve kiraz irklar ile benzerlik oranlar1 %
87’nin altinda olmustur. Yerli izolatlarin niikleotid dizileri ile olusturulan
dendogramda benzerlik indeksleri ile elde edilen sonuglara paralel olarak PPV-D, M,

El Amar, kiraz ve vigne izolatlar1 ayr1 gruplarda yer almistir.

Tiirkiye’de arastiricilar Bursa ve Amasya’dan aldiklar 2 seftali ve 1 kiraz izolatinin
CP geninin niikleotid dizilerini klonlayarak elde etmislerdir. Elde edilen baz dizileri
Gen bankasi veritabaninda da yer alan diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen
diger 11 ACLSYV izolat1 ile karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonucunda izolatlar {i¢
ana gruba ayrilmistir. ilk grup, agirlikli olarak Uzak dogu izolatlari igerirken ikinci
grup ise Macar (Dogu Avrupa) ACLSV izolatlarindan olusmaktadir. Buna karsilik
karisik avrupa izolatlarin yer aldigi t¢iincii grup, kendi iginde iki alt gruba
ayrilmigtir. Tiirk izolatlarindan bir tanesi (Seftali-Bursa) Fransa ve Macaristan
izolatlarmin yer aldig1 birinci alt grupta, iki tanesi (Seftali-Amasya, Kiraz-Amasya)
Polanya ve Almanya izolatlarinin bulundugu diger alt grupta yer almistir. Amasya-
Kiraz izolatinin niikleotid ve aminoasit dizilimlerinin en fazla benzerligi sirasiyla
%87.71-94.12 ile Polanya ve Macaristan izolatlar1 ile gosterirken en az benzerligi
sirastyla %79.89-84.03 ile Cin ve Japonya izolatlariyla gostermistir. Calisma ayrica
Tiirk izolatlarinin kokeninin cografik bolge ile iligkisinin oldugunu ve Avrupa

kaynakli oldugunu ortaya ¢ikarmigtir (Ulubas Serce and Rosner, 2006).

Tiirkiye’nin sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan bolgelerinden temin edilen
izolatlarin filogenetik analizinde PNRSV izolatlar1 arasinda {i¢ bliyiik grup ve fi¢
kiiclik grup ayirt edilmistir. Yapilan ¢aligmada cografik bolgelere gore siniflamanin
mimkiin olmadigr ve izolatlarim bolgelere bagli olmaksizin grup olusturdugu

belirlenmistir (Ulubas and Ertung, 2004).
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Ulubas Serce vd. (2009), yapmis olduklar1 baska bir ¢alismada 10 PDV izolatinin CP
genini igeren 657 niikleotidden olusan bolgenin dizilimini belirleyerek analizini
yapmuslardir. Tiirk izolatlarinin gen bankasindaki diger izolatlarla filogenetik analizi
sonucu 4 grub olustugu belirlenmistir. ilk. grupta kiraz izolatlar1 yer almis ve bunlar
korunmus aminoasit dizileriyle diger gruplardan ayrilmustir. ikinci grupta bir kayisi
ve kiraz izolat1 yer almis ve Tirk izolatlarinin biiyiikk ¢cogunlugu bu grupta yer
almistir. Ugiincii grupta erik, seftali, kiraz, ve bir kayis1 izolatlar1 yer almis, 4. grupta

ise sadece badem agaglarindan elde edilen bir grup olusmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Arazi Calismasi

Arastirma materyalini olusturan Ornekler Isparta’nin 6nemli kiraz retim
alanlarindan Uluborlu, Senirkent, Gelendost, Sarkikaraagag, Yalvag, Egirdir, Gonen,
Kegiborlu, Atabey ve Merkez ilgelerinden (Sekil 3.1.) bolgelerin iiretim alanlar1 ve

miktarlar1 g6z 6niine alinarak toplam 521 6rnek toplanmustir (Cizelge 3.1).

Isparta ili

Sekil 3.1. Ispartada bitki materyallerinin temin edildigi ilgelerin cografik dagilimi

Cizelge 3.1. Orneklerin toplandig: ilgeler ve drnek sayilart

. Uretim Toplanan Ornek
ILCE
Alam (da) Sayisi

Senirkent 12.2 166
Uluborlu 10.7 160
Atabey 3.65 48
Sarkikaraagac 1.6 27
Yalvag 14 10
Kegiborlu 14 20
Merkez 1.4 42
Gonen 0.8 15
Egirdir 0.5 23
Gelendost 0.5 10
Toplam 35.529 521
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Omneklerin alindig1 merkezlerdeki tarim teskilatlariyla dnceden irtibata gegilerek
bolgeleri temsil edecek sekilde yorelerdeki kiraz bahgeleri gezilmistir. Orneklerin
toplanmasi amaciyla, ApMV, PDV, PNRSV, CLRV, ACLSV, PPV belirtisi gosteren
142 bahgeden gozlemler yapilarak gayeli 6rnekleme ile agaclarin en az 4 farkh
yoniinden 521 adet yaprak 6rnegi alinmigtir. Herhangi bir viriis belirtisi gostermeyen
durumda tesadiifii olarak 6rnekleme yapilmistir. Yaprak 6rnekleri polietilen torbalara
konularak etiketlenmis ve buz kutularinda laboratuara taginmistir. Gezilen ve 6rnek
aliman kiraz bahgelerinin koordinantlar1 GPS cihaz1 ile belirlenmis, mevkii, yasi,
cesidi, anaci, agagta nasil belirtiler olusturdugu gibi bilgiler kaydedilerek gerekli

durumlarda fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2. Bitki Materyali Muhafazasi

Ornekler ilkbahar mevsiminde 1 Mayis 2010-15 Haziran 2010 tarihleri arasinda
toplanmistir. Hastalik belirtisi gézlemlenen bahgelerden toplanan 6rnekler polietilen
torbalar i¢inde etiketlenerek buz kutusunda laboratuara getirilmis ve 2 farkli kosul ve
yontemle muhafaza edilmistir. ELISA testinde kullanilmak {izere araziden
laboratuara getirilen 6rnekler 4°C’de bekletilmis ve 3 giin icerisinde ELISA testi
uygulanmistir. RNA izolasyonu ve molekiiler ¢alismalar i¢in bitki 6rneklerinin bir
kism1 -80°C de muhafaza edilirken bir kismu da kurutma yontemiyle saklanmistir.
Bitki orneklerinin kurutulmasinda orta biiyiiklikte en az 1 yaprak kullanilmis ve
bunlar 65°C’de 48 saat etiivde bekletilmistir. Kuruyan yapraklar plastik posetlere
konularak etiketlenmis ve toz haline getirilmistir (Sipahioglu et al., 2006).

3.3. DAS-ELISA Yontemi

Toplanan tiim orneklere; ApMV, ACLSV, CLRV, PPV, PDV ve PNRSV
viriislerinin varhigin1 saptamak amaciyla “Double Antibody Sandwich-ELISA”
(DAS-ELISA) yontemi kullanilmistir (Clark and Adams, 1977). Yapilan DAS-
ELISA testinde Bioreba (Isvigre) firmasindan temin edilen poliklonal antiserum
igeren ELISA kitleri kullanilmistir. Her bir viriis i¢in iretici firmanin Onerileri

dogrultusunda standart DAS-ELISA protokolii asagidaki sekilde uygulanmistir.
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ELISA platelerin (Nunc F96 Maxisorp) her bir ¢ukuruna kaplama tamponunda
1:1000 oraninda seyreltilmis olan IgG’den 200 pl eklenerek 30°C’de 4 saat inkiibe
edilmistir. ELISA plate yikama tamponu ile yikanarak 3 dakika beklenmis ve bu
islem 3 kez tekrarlanmistir. Ekstraksiyon tamponu ile hazirlanan 6rnekler, pozitif ve
negatif kontroller her bir gukura 200 pul eklenerek 4°C’de 16 saat inkube edilmistir.
ELISA plate ikinci agsamada agiklandigi sekilde tekrar yikanmistir. Konjuge tamponu
igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilen IgG, her bir gukura 200 ul eklenerek 30°C’de
4 saat inkube edilmis ve ELISA plate ikinci asamada a¢iklandigi sekilde tekrar
yikanmustir.  Substrat ¢ozeltisine Img/ml olacak sekilde paranitrofenilfosfat
substratindan her bir ¢ukura 200 pl konularak oda sicakliginda karanlik ortamda 1
saat bekletilerek sar1 renk olusumu beklenmistir. Sonuglar sari renk olusumu
gozlenerek ve 405 nm dalga boyunda absorbans degerleri ELISA okuyucusunda
(MR-96A Microplate Reader Il ) olgiilerek yapilmistir. 405 nm dalga boyunda
okunan absorbans degerleri, saglikli kontrol degerinin en az iki kat1 ve daha yukar1
okuma degeri veren Ornekler pozitif, renk olusturarak negatiften belirgin farklilik

gosteren ancak negatif 2 katina ulagsmayanlar ise siipheli olarak kabul edilmistir

3.4. Oligoniikleotid Primerler

Molekiiler calismalarda DAS-ELISA ve RT-PCR sonucunda tespit edilen viriislerden
PDV, PNRSV ve ACLSV’ye ait her bir virlisiin CP geninin bir kismimi veya
tamamuni igeren korunmus bolgelerine spesifik tiim irklar1 kapsayan birer ¢ift primer

kullanilmistir (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. PCR testlerinde kullanilan primer ¢iftleri

Uriin
Primer uzunlugu
kodu Viriis Primer baz dizisi (bg) Kaynak
PD1 5’ — AAA GAA GAG AAG TCC GAC AAG - 3’
PDV - B 862 Vaskova et al., 2000
PD2 5~ AAG CAG CATTTC CAACTACGA -3’
PN1 , ,
PNRSV 5>-GAGCTCTGGTCCCACTCAGG-3 616 Spiegel et al., 1999
PN2 5>-TCACTC TAG ATC TCAAGC AG -3’
ACL 5’ - TTCATGGAAAGACAGGGGCAA -3’
ACLSV - B 677 Menzel et al., 2002
AC2 5" — AGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA 3’
Apl , ,
ApMV 5> — ATCCGAGTGAACAGTCTATCCTCTAA -3 262 Menzel et al., 200)
Ap2 5’- GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA -3’
P1 R R
PPV 5’ — ACCGAGACCACTACACTCCC -3 243 Wetzel et al., 1092
P2 5~ CAGACTACAGCCTCGCCAGA -3’
C1 , s
CLRy ° TGGC-GACCGTGTAACGGCA-3 416 Werner et al., 1997
c2

5’-GTCGGAAA-GATTACGTAAAAGG-3’

3.5. Total RNA izolasyonu

ELISA sonuclarinda pozitif ¢ikan veya siipheli olarak bilinen 6rneklerin bir kismina
molekiiler testlerde kullanmak amaciyla RNA izolasyonu yapilmistir. Niikleik asit
izolasyonunda Bio-Basic (Kanada) firmasi tarafindan gelistirilen tek asamali RNA
izolasyon soliisyonu (One Step-RNA Solution), Li vd. (2008)’in modifiye ettigi
CTAB niikleik asit izolasyon yontemi (Doyle and Doyle, 1987) ve Qiagen RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) kullanilarak 3 farkli yontem

uygulanmigtir.

3.5.1. One Step-RNA izolasyon yontemi

Yaprak oOrnekleri sivi azot igerisinde havanda toz haline gelinceye kadar iyice
ezilmistir. Toz halindeki yaprak 6rneginden 100 mg alinarak 1.5 ml santrifiij tiipline
konulmus, tiipe One Step-RNA soliisyonundan 1 ml eklenip, vorteksle (Yellowline
TT3 3) iyice karistirilarak homojenizasyon saglanmistir. Oda sicakliginda 5 dk
bekletildikten sonra tiipler sogutmali santrifiijde 12000 x g (RCF) hizda ve 4°C’de ve
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10 dk siireyle gevrilerek ¢oziinmez bitki dokular1 ¢Oktiiriilmiistiir. Tiipteki dstte
bulunan sivi kisim alinarak yeni bir tiipe aktarilmis (yaklasik 600-700 pl ) ve tiip oda
sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 200 ul kloroform eklenip, tiipler elde 15 sn
siireyle hizli bir sekilde veya vorteks ile iyice karistirlmistir. Karisim oda
sicakliginda 2-3 dk bekletildikten sonra tiip 12000 x g (RCF) hizda 4°C’de 10-15 dk
santrifiij (Hettich Zentrifugen Mikro 220 R) yapilarak karisim fazlara ayrilmistir.
Olusan 3 fazdan RNA’lar1 igeren list faz pipet yardimiyla yaklasik 500 pl alinarak
yeni bir tiipe aktarilmistir. Tiipe 500 ul isoproponal alkol eklenip karistirildiktan
sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilerek RNA’nin ¢okelmesi saglanmistir. Tiipler
12000 x g (RCF) 4°C de 10 dk santrifiij yapilarak RNA’ lar tiipiin altinda ¢okertilmis
sonra sivi kisim atilirak RNA igeren ¢okelti (pelet) birakilmistir. Tiipteki ¢okelen
RNA’ya 1 ml %75’lik etanol eklenip vorteks yapildiktan sonra 7500 x g(RCF) 4°C
de 5 dk santrifiij yapilmis, santrifiijden ¢ikan tiiplerdeki etanol dokiilmiis, tiip ters
cevrilerek i¢inde etanol kalmamasi saglanmistir. Etanolun buharlagmasi igin tiiplerin
agz1 agik olarak 5 dk oda sicakliginda bekletilmis veya pipetle etanol
uzaklastirilmistir. Son olarak tiipteki RNA’nin {izerine 50 pl steril saf su ilave
edilerek pipet yardimiyla RNA’nin sivi i¢inde ¢oziinmesi saglanmis ve Ornekler

kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

3.5.2. CTAB niikleik asit izolasyon yontemi

Yaprak ornekleri havanda sivi azot icerisinde toz haline gelinceye kadar ezilmis,
ezilmis yaprak dokusundan, 100 mg alinarak 2 ml santrifiij tiipiine konulmustur.
Tiipteki doku 6rneklerine %2 CT'AB, %2 PVP- 40, 100 Mm Tris-HCI, Ph 8.0, 1.4
M NaCl, 20mM EDTA ve 0.2 %2 mercaptoethanol iceren 1ml CTAB tampon
eklenerek vorteksle iyice karistirilmistir. Ornekleri igeren tiipler -20°C de 5-15 dk
bekletilerek dondurulmus, sonra vortekste en yiiksek hizda en az 60 sn
karistirilmistir. Elde edilen homojenat 65°C de 15 dk su banyosunda (Memmert)
inkiibasyona birakildiktan sonra 10.000 x g (RCF)’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda 650 pl supernatant alinarak yeni bir 1.5 ml santrifuj tiipiine
eklenmis ve iizerine esit hacimde 24:1 chloroform:isoamyl alkol karigimi eklenerek

15.000 x g (RCF) de 10 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda 500 ul
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supernatant alinarak 350 pl isopropanol igeren yeni bir 1.5 ml santrifiij tiipiine
eklenmis ve karisim 15.000 x g (RCF)’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonrasinda sivi kisim dokiilmiis ve elde edilen pelletler 1 ml %70 lik ethanol ile
yikanmustir. Karisim 15.000 x g (RCF) de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra sivi kisim
dokiilerek tiipler oda sicakliginda 10-15 dk bekletilmis, kurutulan peletler 100 pnl,
20mM Trls-HCI, pH 8.0 solusyonu ile ¢ozdiiriildiikten sonra ornekler -80°C’de

saklanmustir.

3.5.3. RNAeasy niikleik asit izolasyon yontemi

Yaprak Ornekleri havanda sivi azot igerisinde toz haline gelinceye kadar ezilmis,
ezilmis yaprak dokusundan, 100 mg’t asmayacak sekilde 2 ml santrifiij tiipiine
konulmustur. Tipe 450 ul RLT tamponu eklenip vorteksle iyice karistirilmustir.
Tiipiin dstte bulunan sivi kismi alinarak RNeasy filitrasyon kolonuna aktarilarak en
yiksek hizda 2 dk santrifiij edilmistir. Ardindan filtrasyon kolonundan gegerek
toplanan sivi kismin yarisi kadar etil alkol (%96-100) eklenmis ve bekletilmeden
pipetle karistirilmistir. Tiipteki yaklagik 650 pl sivi kisim pipet yardimiyla alinarak
RNeasy saflagtirma kolonuna aktarilmis ve 10000 x g (RCF) hizda 30 s santrifiij
edilmistir. Kolondan gegerek alttaki tiipe gecen sivi kisim dokiilerek kolona 700 pl
RW1 tamponu eklenmis ve 10000 x g (RCF) hizda 30 s santrifiij edilmistir. Altta
kalan s1v1 kisim tekrar dokiilerek kolona 500 ul RPE tamponu eklenmis ve 10000 x g
(RCF) hizda 30 s santrifiij edilmistir. Ayn1 islem bir kez daha tekrar edildikten sonra
RNeasy kolonlar1 yeni bir 2 ml santrifiij tiipline yerlestirilmis ve bu tiipler 1 dk en
yiiksek hizda santrifiij edilmistir. Kolon tekrar yeni bir 1.5 ml santrifiij tiipiine
yerlestirilmis ve tlizerine 30-50 pl RNase’dan ari su ilave edilip 1 dk bekletildikten
sonra tiipler 10000 x g (RCF) hizda 1 dk santrifiij yapilarak RNA’lar elde edilmistir.
Ornekler kullanilincaya kadar -80°C de saklanmustir.
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3.6. Kilif Protein Genlerinin Cogaltilmasi

3.6.1. Tersine transkripsiyon (RT)

Enfekteli bitki dokusundan izole edilen toplam RNA’dan virlislerin kilif protein
genlerinin ¢ogaltilmasi iki asamali ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi (RT-PCR) ile yapilmistir. RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA’lar dan
revers transkriptaz enziminin saglandig firmanin (MBI Fermentas) Onerilerine gore
komplementer DNA (cDNA) sentezlenmistir. Bu amagla 5 pl total RNA, 1 ul 200
pmol random primer eppondorf tiip igine konularak su ile 12 pl’ye tamamlanmustir.
Karigim 65°C 5 dk inkiibasyondan sonra hemen buz iizerine alinarak 5 dk bekletilmis
ve RNA’larin denatiirasyonu saglanmistir. Denatiirasyonu yapilan RNA’lara ayr1 bir
tiipte son hacmi 20 pl olacak sekilde 4 pl 5x reaksiyon ortami (250 mM Tris-HCI pH
8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCI2, 50 mM DTT), 2 ul 10mM dNTP mix (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), 20 U RNase inhibitorii (Fermentas-Kanada), 20 U RevertAid
Reverse transkriptaz (Fermentas-Kanada) eklenerek RT karigimi hazirlanmistir. PCR
makinesi 25°C 5 dk, 42°C 60 dk, 70°C 5 dk ve 4°C siirekli olarak kalacak sekilde

programlanarak cDNA sentezi yapilmistir.

3.6.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR islemi Ex Tag DNA polimeraz (Takara-Japonya) enzimi kullanilarak daha 6nce
rapor edilen protokole gore 50 pl hacimde yapilmistir. PCR tiiplerine 2.5 pul cDNA,
her bir viriise spesifik 20 pmol primer ¢ifti 0,5 mM dNTP’ler, 1X reaksiyon tamponu
(50 Mm KCL, 10 mM Tris HCL 25°C Ph 9., 0,1 %Trilton X-100 ), 2.5 {inite Ex Taq
DNA polimeraz enzimi (Takara-Japonya) igeren ve su ile 50 pl’ye tamamlanan PCR
karisimi hazirlanmistir. Tipler PCR cihazina (Biorad C1000 Thermal Cycler)
yerlestirilerek kilif protein genlerinin ¢ogaltilmasi yapilmistir. Test edilecek her bir
viriis i¢in spesifik olan program uygulanmistir. Buna gére PDV ve PNRSV i¢in PCR
karisimi1 94°C 2 dk, 40 defa tekrarlanan 94°C 30 sn 57°C” de 1 dk ve 72°C 1dk’dan
sonra 72°C’de 5 dk ve 4°C bekleyecek sekilde, ACLSV igin 94°C 2 dk, 40 defa
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tekrarlanan 94°C 30 sn 62°C’ de 1 dk ve 72°C 1dk dan sonra 72°C’de 5 dk ve 4°C
bekleyecek sekilde programlanan PCR cihazina konularak kilif protein genlerinin

cogaltilmasi yapilmustir.

3.7. Agoroze Jel Elektroforez Yontemi

Elde edilen PCR firiinleri %1 agarose jeline yiiklenerek, elektroforez yontemi
kullanilarak, biiyiiklik markorleriyle birlikte ayristirilmistir. Elektroforez 1XTAE
ortaminda yapilmis, ayni ortam jelin hazirlanmasinda da kullanilmigtir. Jele 2.5 pl
yiikleme boyasi (6X; 15 ml i¢in 150 mg bromophenol blue, 18 gr gliserol, 6 ml
50XTAE) ile birlikte 10 pl yiiklenen RT-PCR iiriinleri, 100 V’da 30 dk siireyle
elektroforeze tabi tutulmustur. PCR f{iriinleri Etidium bromid ile boyandiktan sonra
ultraviyole 1s1k altinda jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (Kodak EL

Logic 200).

3.8. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

RT-PCR ile ¢ogaltilan CP genleri EZ Coloum PCR piirifikasyon kiti (Biobasic,
Kanada) kullanilarak DNA dizilimi belirlenecek olan 22 PDV izolati, 5 PNRSV
izolati ve 7 ACLSV izolati saflagtirnllmistir. Saflastirma islemine gore; PCR
tirtinlerinin tamam1 50 pl olarak kabul edilmis, 1.5 ml PCR tiiplerinin igine PCR
tirlinliniin toplaminin 3 kati (150 pl) Baglama tamponu | (Binding Buffer) katilmis ve
pipet ile karistirtlmistir. Karistirilan PCR rtinii EZ-10 kolon tiiplerinin igine
konulmus ve oda sicakhiginda 2 dk bekledikten sonra 10,000 x g (RCF) de 2 dk
santriifiij edilmistir. Tiiplin altindaki sivi kisim dokiilmiis ve kolon {izerine 500 ul
yikama soliisyonu ilave edilerek 10,000 x g (RCF) de 2 dk santriifiij’den sonra, 3.
asama tekrar edilmistir. PCR tiipleri 10,000 x g (RCF) de 2 dk bos olarak tekrar
sanrifiij yapilmustir. Kolanlar baska bir 1.5 ml tiipe alinarak 50 ul Birakma soliisyonu
(Elution Buffer) tamponu ilave edilerek oda sicakliginda 2 dk bekledikten sonra
10,000 x g (RCF)’de 2 dk santriifiij edilmis ve son olarak saflastirilan DNA’lar
dizilemeye gonderilinceye kadar -20°de saklanmustir.
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3.9. Kilif Protein Genlerinin Dizilimlerinin Belirlenmesi

Saflastirilan CP genlerinin DNA dizilimleri her bir viriisiin CP genlerine spesifik
primerler kullanilarak dongli dizileme yontemiyle otamatik DNA dizileme cihazi
kullanilarak yapilmistir. Dizileme islemi Refgen Biyoteknoloji (Ankara) firmasindan

hizmet alim1 seklinde yapilmistir.

3.10. Kilif Protein Geninin Dizi Analizleri

Her bir izolat i¢in elde edilen CP DNA dizilimleri Vector NTI DNA dizi analiz
programinda incelenerek izolatlarin CP gen dizilimlerine ait niikleotid dizilimi elde
edilmistir. Daha sonra niikleotid diziliminden yararlanilarak PDV, PNRSV ve
ACLSV’e ait CP genlerinin amino asit dizilimleri elde edilmistir. Isparta ilinin farkli
kiraz iretim bolgelerinden alinan izolatlarin kilif protein genlerine ait niikleotid ve
amino asit dizileri AlingnX programinda ¢oklu dizi karsilastirma yapilarak
birbirleriyle olan benzerlik oranlar1 yiizde olarak belirlenmistir. Daha sonra gen
bankasinda DNA ve protein veri tabanlarinda arasgtirma yapilarak diinyanin farklh
kiraz tiretim bolgelerinden elde edilen PDV ve PNRSV izolatlarina ait tam, ACLSV
izolatlarinin ise kismi kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit dizilimleri elde
edilmistir. Bu diziler Isparta ilinin farkli kiraz iiretim alanlarindan elde edilen
izolatlarin kilif protein genlerine ait niikleotid ve amino asit dizileriyle AlingnX
programi kullanilarak karsilagtirilmustir. Isparta ilindeki PDV, PNRSV ve ACLSV

izolatlarinin diinya izolatlariyla benzerlik oranlar1 ylizde olarak belirlenmistir.

3.11. Kilif Protein Geninin Filogenetik Analizleri

Isparta ilinin farkli kiraz iretim bolgelerinden alinan PDV, PNRSV ve ACLSV
izolatlarinin ~ AlingnX programinda ¢oklu niikleotid ve amino asit dizi
karsilagtirmalar1 yapilan PDV, PNRSV, ACLSV kilif protein genine ait ¢coklu dizi
karsilastirma dosyalari, Clustal X2 programina aktarilarak filogenetik analizler

yapilmustir. Filogenetik analiz verileri kullanilarak Kiamura iki parametre algaritmasi
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uygulanan neighbor-joining yontemiyle filogenetik soyagact olusturulmustur.
Olusturulan soy agacinin dogrulugunu istatistiksel olarak belirlemek amaciyla 100
tekerriirlii  ‘bootstrap’ analizi yapilmistir. Son olarak olusturulan soyagaglari
TreeView soy agaci goriintiileme programi kullanilarak goriintiilenerek Isparta ili‘nin
farkli kiraz tiretim bolgelerinden toplanan PDV, PNRSV ve ACLSV izolatlarinin
birbiriyle yakinlik dereceleri ve genetik iliskileri ortaya konulmustur. Ayni sekilde
diinyanin diger kiraz lretim bolgelerinden elde edilen izolatlarin gen bankasinda
bulunan kilif protein genlerinin niikleotid ve amino asit dizilerinin c¢oklu
karsilagtirmalar1 yukarida belirtildigi gibi filogenetik analizlere tabi tutulup soy

agaclar1 olusturularak TreeView programinda goriintiilenmistir.

3.12. Biyolojik indeksleme

ELISA ve PCR testleri sonucunda viriislii ¢ikan 6rneklerin bazilar1 segilerek her bir
viriis i¢in biyolojik tanilama ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda otsu ve odunsu

indikator bitkiler kullanilmustir.

Otsu indikator bitki olarak C. amaranticolor, C. quinoa Cucumis sativus ve
Nicotiana occidentalis kullanilmis olup C. amaranticolor, C. quinoa tohumlari
Adana Biyolojik Miicadele Arastirma Istasyonundan, N. occidentalis fideleri
Siileyman Demirel Universitesi Bitki Koruma Boliimiinden temin edilmistir. Odunsu
indikator bitkilerden Bing ¢esidi kiraz fidanlar1 Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Enstitlisiinden ve GF 305 seftali anac1 kalemleri ise Karacabey Fidan ve Fide Test
Merkezinden temin edilmistir. Mekanik inokulasyon ve biyolojik tanilama
calismalar1 Egirdir Meyvecilik Arastirma Istasyonu Miidiirliigiindeki iklim odas1 ve

seralarda ytriitilmustiir.
3.12.1. Odunsu indikator bitkilere asilama
Odunsu indikator bitkilerden Bing Kiraz Cesidi ve GF 305 anacindan alinan asi

gdziine sahip kalemler sonbaharda Egirdir Meyvecilik Arastirma Istasyonu

Miidiirliigiine ait iiretim parsellerindeki kiraz ve seftali ¢ogilirii anaglara géz asisi
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yapilmistir. Subat ayinda bu fidanlar saksilara alinip seralara yerlestirilmistir. ELISA
ve molekiiler ¢alismalarda pozitif ¢gikan PDV, PNRSV, ACLSV izolatlarindan her
biri i¢in 5 adet fidan segilmistir. Fidanlarin sulama, giibreleme gibi bakim isleri
burada yapilmistir. Agustos ay1 sonunda asiya gelen Prunus persicae GF 305 seftali
anacinda ve Bing kiraz ¢esidinde viriis’lin belirtilerini gérmek amaciyla ELISA ile
pozitif olarak degerlendirilen viriislii agaclardan alinan odunlu kabuk dokulart bu
bitkilere T gbz asis1 yontemiyle asilanmistir. Asilamasi yapilan bitkilere ait

fotograflar Sekil 3.2°de gdsterilmistir.

Sekil 3.2. Odunsu indikator bitkilere uygulanan asilama ¢alismalari
a) Bing kiraz ¢esidine uygulanan T g6z asisi, b) Prunus. persicae GF 305 anacina
uygulanan T gdz asis1

3.12.2. Otsu indikator bitkilere mekanik inokiilasyon

Mekanik inokulasyon i¢in kullanilacak otsu bitkilerinin tohumlar1 1:1:1 oraninda
toprak, kum ve torf karisimi bulunan saksilara ekilmistir. Fideler 25-26°C sicakliga
ve %70 neme sahip bitki biiylitme kabinlerinde biiyiitiilmiis ve 2-4 yaprakli hale
gelen fidelere mekanik inokulasyon islemi uygulanmistir. Bu amagla, viriis tasidigi
bilinen bitkilerden alinan yaprak ornekleri (1 gr) 1:10 hacimde 0.03 M fosfat
tamponu (pH 7.2) ile steril havanlar icerisinde iyice ezilmistir. Indikator bitkilerin
karborandum tozu ile kaplanmis yapraklara, bitki ekstrakti steril gazli bez
yardimiyla 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Musluk suyu ile yikanan bitkiler
iklim odalarinda (25-26°C, %60-70 nisbi nem) bekletilmis, giinliikk olarak kontrol
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edilerek simptom olusumu goézlenmistir. Asilamasi yapilan bitkilere ait fotograflar

Sekil 3.3°de gosterilmistir.

’

Sekil 3.3. Otsu indikatdr bitkilere uygulanan mekanik inokiilasyon ¢aligmalari.
a) Mekanik inokulasyona hazir Nicotiana occidentalis bitkileri, b) Laboratuarda
mekanik inokulasyon yapilan Nicotiana occidentalis bitkileri
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arazi Calismalari

Arastirma materyalini olusturan Ornekler Isparta’nin 6nemli kiraz retim
alanlarindan Uluborlu, Senirkent, Gelendost, Sarkikaraagag, Yalvag, Egirdir, Gonen,
Kegiborlu, Atabey ve Merkez il¢elerinden bolgelerin iiretim alanlar1 ve miktarlar
g6z oniine bulundurularak toplanmis ve bu bélgeleri temsil eden toplam 521 6rnek
alinmustir. Orneklerin alindig kiraz agaclarinda genel olarak ana dallarda kurumalar,
kloroz, yaprak kivircikligi, ¢evresindekilere gore bodur kalmis agaclar, yapraklarda
par¢alanmalar, daralma ve incelmeler, siirgiin ug¢larindan itibaren kurumalar, ince ve
sik yaprakli yan siirgilinler, delinmis yapraklar, mozaik, klorotik ve hale seklindeki
halkali leke belirtileri gdzlenmistir. Ornek alinan bazi agaclarda bu simptomlarin biri
bulunurken bazi agaglarda ise birden ¢ok simptom ayni anda tespit edilmistir. Daha
sonra yapilan testlerde belirgin bir simptom gostermemesine ragmen bazi 6rneklerin
yogun miktarda viriisle bulasik oldugu ortaya ¢ikmustir. Ornek toplanan kiraz
gesitlerinin ¢ogu 0900 Ziraat olup, bunun yaninda Starks Gold (Beyaz Kiraz), Sweet

Heart ¢esitlerinden de viriis belirtisi gosteren drnekler toplanmastir.

Yapraklarda gozlenen renk degisiklikler1 ve halka seklinde lekeler, yapraklarda
daralma ve dislilik, kirisiklik, ince ve sik yaprakli yan siirgiinler gibi belirtiler ELISA
testlerinde PDV ile enfekteli 6rnekler olarak saptanmistir. PDV nin kiraz agaclarinda

meydana getirdikleri belirtiler sekil 4.1. de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Kiraz agaglarinda PDV’nin yol actig1 diistiniilen belirtiler
a)Yapraklarda klorofil par¢alanmalari, b) Ayni1 agag lizerinde yer alan yaprak
kenarlarindaki dislilik ve patlican yaprag goriinlimiindeki belirtiler ¢) Yapraklarda
klorotik halka lekeler, d) Yapraklardaki damar boyuncaki kirisikliklar

Yapraklarda nekrotik, klorotik lekeler, delinmis ve parcalanmis yapraklar gibi
belirtiler ELISA testlerinde PNRSV ile enfekteli Ornekler olarak saptanmustir.

PNRSV’nin kiraz agaglarinda yol agtig1 belirtiler Sekil 4.2. de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Kiraz agaglarinda PNRSV’nin yol a¢tig1 diistiniilen belirtiler.
a)Yapraklarda sagma deligi belirtileri, b) Par¢alanmis ve delinmis yapraklar, )
Yapraklarda klorotik halka lekeler, d) PNRSV+PDV karisik enfeksiyon sonucu

olusan yapraklardaki farkli sekil bozukluklart

ACLSV ile enfekteli agaclarda belirgin simptomlar goriilmezken, ACLSV ancak
PDV ve PNRSV ile karisik enfeksiyon halindeyken belirtiler olusturmustur.
ACLSV’nin kiraz agaclarinda yol agtig1 belirtiler Sekil 4.3. de gosterilmektedir.

Sekil 4.3. Kiraz agaglarinda ACLSV nin yol agtig1 diisliniilen belirtiler.
a) ACLSV+PDV karisik enfeksiyon sonucu olusan yapraklardaki sekil bozukluklari,
b) ACLSV+PDV karisik enfeksiyon sonucu olusan kirisiklik ve dislilik
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4.2. ELISA Testi

ELISA testinde kullanilmak iizere araziden laboratuvara getirilen drnekler 4°C’de
bekletilmis ve 3 giin igerisinde ELISA testi uygulanmistir. Toplanan tiim orneklere;
ApMV, ACLSV, CLRV, PPV, PDV ve PNRSV viriislerinin varligin1 saptamak
amaciyla  “Double  Antibody  Sandwich-ELISA” (DAS-ELISA) yontemi
uygulanmustir. Yapilan ELISA testlerinde BIOREBA (Isvigre) firmasindan temin
edilen poliklonal antiserum igeren ELISA Kkitleri kullanilmigtir. Her viriis igin
firmanin protokoliinde belirtilmis oldugu yontem dikkate alinarak standart ELISA
testi yapilmistir. ELISA testi sonunda substratin eklenmesinden 1 saat sonra 405 nm
dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri,
saglikli kontrol degerinin en az iki kat1 ve daha yukar1 okuma degeri veren ornekler

pozitif, renk olusturarak negatiften belirgin farklilik gosteren ancak negatif

kontrollerin 2 katina ulasmayanlar ise siipheli olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.4. Yapilan ELISA testleri
a) Antijen yiiklenmis platler, b) Sar1 renk olusturan pozitif 6rnekler

Toplam 142 bahgeden alinan 521 6rnegin tamami DAS-ELISA ile her bir viriise
spesifik antikorlar ile ayr1 ayr test edilmistir. Yapilan ELISA testleri sonucunda test
edilen 521 ornekten 349 tanesinin bir veya birka¢ viriisle bulasik oldugu
belirlenmistir. ELISA sonucunda tiim bdlgelerde PDV varligi saptanirken, PPV ve
CLRYV ise higbir bolge ve ornekte tespit edilememistir. 269 pozitif 6rnekle Kirazda
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en yaygin bulunan viriis PDV olurken bunu 36 pozitif 6rnekle PDV+ACLSV karigik
enfeksiyonlar1 ve 23 Ornekle de tek basina ACLSV takip etmistir. ACLSV sadece
Gonen ve Gelendost ilgelerinde bulunmazken diger ilgelerin tiimiinde tek basina
veya karisik enfeksiyon seklinde bulundugu belirlenmistir. ApMV tek basina higbir
ornekte enfeksiyon olusturmazken Uluborlu’da 1 6rnekte PDV+ApMYV, Isparta
Merkez’de 2 6rnekte ApMV+PNRSV+PDV karisik enfeksiyon seklinde toplam 3
ornekte bulunmustur. Uluborlu ilgesi 117 enfekteli 6rnek ile viriislerin en yogun
bulundugu ve tespit edilen tiim viriislerin bulundugu tek il¢e olmustur. Yalvag ilgesi
2 PDV ve 1 ACLSV enfekteli 6rnegi ile toplamda en az viriise sahip olurken,
Gelendost sadece PDV enfekteli 6 ornek ile en az viris tiriiniin bulundugu ilge
olarak tespit edilmistir. Toplanarak test edilen Orneklerin enfeksiyon oranlar
incelendiginde farkli ilgelerde test edilen 6rneklerin %66.9 oraninda bir veya birkag
viriisle enfekteli oldugu bulunmustur. Ilgeler bazinda enfeksiyon oranlarina
bakildiginda 10 ilgenin 9’unun %50’nin iizerinde oldugu gorilmistir. Uluborlu
ilgesi %75.6 orantyla en yiiksek virlis oraninin bulundugu ilge olurken bunu %73.8
orani ile Isparta-Merkez izlemistir. Yalvag ilgesi %30.0 ile viriis enfeksiyon oraninin
en az oldugu ilge olarak belirlenmistir. Virlislere gore enfeksiyon oranlarina
bakildiginda ise PDV %51.6 orani ile en yiiksek enfeksiyonun bulundugu viriis
olurken bunu %6.9 ile PDV+ACLSYV karisik enfeksiyonlar takip etmistir. ACLSV,
PDV+PNRSV, PNRSV, ACLSV+PNRSV, ApMV+PNRSV+PDV  ve
PDV+ApMV’ye ait enfeksiyon oranlari sirasi ile %4.41, %1.5, %1.3, %0.5, %0.4 ve
%0.2 olarak belirlenmistir. ELISA testi sonuglar ayrintili olarak Cizelge 4.1. de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. DAS-ELISA testi sonuglari

ORNEK SAYISI BELIRLENEN VIRUSLER
ApMV
Hlce Bahee | roqt edilen | Saghikli | PDV | ACLSV | PNRSV A A R I PNRSV Toplam | ENfeksiyon
say1st ACLSV |PNRSV | PNRSV | ApMV | + orant (%)
PDV
Uluborlu 44 160 39 | 9% | 6 17 1 1 121 756
Senirkent 39 166 59 99 3 1 107 64,4
Merkez 16 42 11 18 2 3 2 31 73,8
Atabey 20 48 6 | 22| s 32 66,6
Gonen 6 15 2 8 53,3
Yalvag 3 10 1 3 30,0
Gelendost 2 10 60,0
Sarkikaraagag 4 27 12 5 15 55,5
Kegiborlu 4 20 8 | 10 1 12 60,0
Egirdir 4 23 9 5 5 1 14 60,8
Toplam 142 521 172 | 269 | 23 7 36 8 1 2 349 66,9
Enfeksiyon orani (%) 51,6 | 441 1,3 6,9 15 0,5 0,2 0,4 66,9




4.3. Total RNA Izolasyonu

Bu calismada arastirilan virtisler RNA viriisii oldugundan dolay1 kilif protein geninin
RT-PCR yontemiyle cogaltilmast i¢in Oncelikle ELISA sonuglarinda pozitif veya
siipheli orneklerden secilenlerin bir kismina total RNA izolasyonu yapilmistir.
Niikleik asit izolasyonu i¢in Bio-Basic (Kanada) firmas: tarafindan gelistirilen tek
asamal1 One Step-RNA izolasyon yontemi, CTAB niikleik asit izolasyon yontemi ve
Qiagen RNeasy Plant Mini Kit kullanilarak secilen o6rneklere 3 farkli metod

uygulanarak en uygun yontem belirlenmistir.

Farkli yontemlerle elde edilen toplam RNA-‘larin niteligini belirlemek amaciyla
RNA‘larin  Sul’si %1 agaroz jelinde -elektroforez yontemiyle ayristirilarak
goriintliilenmistir. CTAB niikleik asit izolasyon yontemi ve Qiagen RNeasy Plant
Mini Kit ile Jelde ayristirilan total RNA‘lar incelendiginde 28S ve 18S ribozomal
RNA‘larinin  belirgin bantlar olusturdugu goézlemlenmistir (Sekil 4.5.). Bu
orneklerden basarili bir sekilde toplam RNA izolasyonunun yapildig1 ve elde edilen
RNA‘larin pargalanmadigint gostermistir. One Step-RNA izolasyon yontemi ile total
RNA‘lar incelendiginde ise 28S ve 18S ribozomal RNA ‘larinin bantlar olusturmadig:
gozlemlenmistir. Bu yontemde elde edilen total RNA’larla RT-PCR yapildiginda da
orneklerin ¢alismadigi goriilmiistiir. Bu nedenle geriye kalan 6érneklerde CTAB total
niikleik asit yontemi kullanilmistir. -80°C de dondurularak saklanan ve 4°C’de
kurutularak saklanan ornekler her iki izolasyon yonteminde de kullanilmis ve
ornekleri saklama kosullar1 arasinda total RNA’larin elde edilmesinde herhangi bir
farkin olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar enfekteli bitki dokularindan izole edilen
total RNA‘larin bitki RNA‘lar1 yaninda hedeflenen viriislere ait genomik ve
subgenomik RNA‘lar1 da igerdigini ve bu viriislerin kilif protein geninin

cogaltilmasinda kullanilabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.5.Isparta ili kiraz tiretim alanlarindan elde edilen 6rneklerin 28S ve 18S
ribozomal RNA’larina ait agaroz jel fotografi

4.4. Tersine Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Total RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA‘lardan iki asamali tersine
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilarak once
random primer ile tamamlayici (komplomenter) DNA (¢cDNA) sentezlenmistir. Daha
sonra CP geni iceren korunmus bolgelere spesifik PDV1-PDV2, PNRSV1-PNRSV?2,
ACLSV1-ACLSV2, PPV1-PPV2, CLRV1-CLRV2 ve ApMV1-ApMV2 primerleri
kullanilarak Isparta ilinin farkli kiraz tiretim bolgelerinden elde edilen DAS-ELISA
sonucu pozitif sonug¢ veren veya siipheli bulunan 6rneklerin bir kismi segilerek
hedeflenen PPV, PNRSV, ApMV, ACLSV, CLRV ve PDV’nin tiim veya kismi CP
genleri RT-PCR yontemiyle ¢ogaltilmistir. RT-PCR sonucunda elde edilen PCR
tirlinlerinin bir kism1 100 bg plus DNA biyiiklik markériiyle birlikte %1°lik agaroz
jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilarak analiz edilmistir. PDV i¢in yapilan RT-
PCR analizleri sonucunda ELISA sonunda enfekteli bulunan 22 6rnekten yaklasik
862 bg biiyiikliginde CP genini iceren bantlar elde edilmistir (Sekil 4.6.). Buna
karsin negatif kontrol olarak kullanilan su ve saglikl bitkilerde herhangi bir bant elde
edilmemistir. Ayrica PNRSV’nin RNA3’liniin CP bdélgesinden ELISA sonunda
enfekteli bulunan 5 Ornekten yaklasik 616 bg biiyiikliiglinde bir pargayr ¢ogaltan
PNRSV1-PNRSV2 primerleri kullanilarak RT-PCR yontemiyle test edilen tim
orneklerde beklenen biiyiiklikte 616 b¢ uzunlugunda spesifik DNA bandi
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cogaltilmistir (Sekil 4.7.). Pozitif kontrolde beklenen spesifik band diginda herhangi
bir band olugsmamis ve ayrica saglikli bitkiden elde edilen RNA ile sadece sudan
olusan negatif kontrollerde herhangi bir bant olusumu goriilmemistir. ACLSV i¢in
yapilan RT-PCR testinde ACLSV1-ACLSV2 primerleriyle ELISA sonunda enfekteli
bulunan 7 6rnekten 677 bg biiyiikliigiinde CP geninin tamamin1 ve 3’ UTR bdlgesini
kapsamayan bir DNA ¢ogaltilarak istenen bantlar elde edilmistir (Sekil 4.8.). Farkli
viriis izolatlarindan ¢ogaltilan bantlarin yogunluklarinda bazi farkliliklar gozlenmis,
bunun nedeninin total RNA izolasyonunda kullanilan enfekteli dokularda bulunan
viriis miktarindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Enfekteli dokulardan elde edilen
RNA’larda PDV, PNRSV ve ACLSYV i¢in beklenen biiyiikliiklerde bandlarin elde
edilmesi kiraz orneklerinden PDV, PNRSV ve ACLSV kilif protein genlerinin
spesifik olarak ¢ogaltildigin1 gostermistir. Ayrica ELISA’da pozitif ve siipheli olarak
bulunan 3 ApMYV izolatina yapilan RT-PCR sonucunda higbir érnekte ApMV’ye ait
CP geni ¢ogaltilamamistir. Benzer sekilde ELISA’da siipheli bulunan 4 PPV ve 3
CLRYV izolatina uygulanan RT-PCR sonucunda higbir 6rnekte pozitif sonug elde
edilememistir. Bu sonuclar Isparta ili kiraz iiretim alanlarinda ApMV, PPV ve

CLRV’nin bulunmadigin1 géstermistir.
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Sekil 4.6. Isparta ili kiraz iiretim alanlarindan elde edilen 6rneklerden PDV’ye ait
yaklasik 862 b¢ uzunlugundaki kilif protein geninin ¢ogaltildigin1 gosteren jel
fotografi
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Sekil 4.7. Isparta ili kiraz tiretim alanlarindan elde edilen 6rneklerden PNRSV’ye ait
yaklasik 616 b¢ uzunlugundaki kilif protein geninin ¢ogaltildigini gosteren jel
fotografi
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Sekil 4.8. Isparta ili kiraz iiretim alanlarindan elde edilen 6rneklerden ACLSV’ye ait
yaklagik 677 b¢ uzunlugundaki kilif protein geninin ¢ogaltildigini gosteren jel
fotografi
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4.5. Biyolojik Indeksleme

Isparta ilinin farkl kiraz iiretim alanlarindan toplanan ve RT-PCR yontemiyle pozitif
oldugu belirlenen PDV Merkez 1 izolati PDV inokiilasyon ¢alismasi i¢in, PNRSV
Egirdir 3503 izolatt PNRSV’nin ve ACLSV Egirdir 11-5 izolati1 ise ACLSV’nin otsu

ve odunsu bitkilere inokiilasyonu ¢alismalari i¢in kullanilmistir.

4.5.1. Otsu indikator bitkilerde biyolojik indeksleme

Kullanilan PNRSV ve ACLSYV izolatlar1 higbir otsu test bitkisinde herhangi bir
simptom olusturmamistir. Buna karsin PDV Merkez 1 izolatt Chenopodium
amaranticolor, C. Quinoa ve Cucumis sativus bitkilerinde higbir belirti
olusturmazken, Nicotiana occidentalis bitkisinde degisik simptomlar olusturdugu
gbzlemlenmistir. Test bitkilerinde viriisiin olusturdugu belirtilerin goriilmesine kadar
gecen siirenin 2-3 hafta arasinda degistigi gozlenmistir. PDV Merkez 1 izolatt N.
occidentalis bitkisinde yapraklarda kii¢iilme, sekil bozuklugu, klorotik lezyonlar
seklinde belirtiler olusturmustur. N. occidentalis’'de daha sonra yapilan RT-PCR
testinde pozitif sonug¢ vermis, negatif kontrollerde herhangi bulasma olmadig:
belirlenmigstir. Mekanik inokulasyon sonucu viriisiin olusturdugu simptomlar Sekil

4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Mekanik inokiilasyon sonucu Nicotiana occidentalis test bitkisindeki PDV
belirtileri.
a) Yapraklarda kiigiilme, b) Sekil bozuklugu, c) Klorotik lezyonlar, d) Saglikl bitki

4.5.2. Odunsu indikator bitkilerde biyolojik indeksleme

Odunsu indikator bitkilere goz asisi ile yapilan inokiilasyon islemlerinde GF 305’¢
yapilan g6z asilarinin hi¢ birisinin tutmadigi belirlenmistir. Merkez 1 PDV izolati
Bing kiraz c¢esidine yapilan inokiilasyon ¢alismalarinda herhangi bir simptom
olusturmamis ve yapilan RT-PCR testinde de negatif sonu¢ vermistir. Egirdir 11-5
ACLSYV izolat1 ve Egirdir 3503 PNRSV izolati ise Bing kiraz g¢esidine yapilan
inokiilasyon c¢alismalar1 sonucunda Bing’de siirgiin gelisimi ¢ok zayif olmus, bu
yiizden degerlendirmeler as1 yapilmis Egirdir 11-5 ACLSV ve Egirdir 3503 PNRSV
izolatlarina gore yapilmistir. Egirdir 11-5 ACLSV izolatinin yapraklarinda damar
aralarinda sararma, kirisiklik ve yapraklarda dislilik gibi belirtiler olusturmustur
(Sekil 4.10.a,b). Aym sekilde Egirdir 3503 PNRSV izolatinin yapraklarinda belirgin
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sekilde klorotik lekeler meydana getirdigi belirlenmis (Sekil 4.10.c,d) ve ACLSV,

PNRSV izolatlarindan yapilan RT-PCR testinde de pozitif sonug vermistir.

Sekil 4.10. Mekanik inokulasyon sonucu olusan viriis belirtileri
a) PNRSV’ye ait yapraklarda sararma ve kirigiklik, b) PNRSV’ye ait yaprak
kenarlarindaki dislilik, sekil bozuklugu, c-d) ACLSV’ye ait klorotik lekeler

4.6. Kilif Protein Genlerinin Saflastirilmasi ve DNA Dizilemesi

Isparta ili kiraz {iretim alanlarinda elde edilen ELISA ve RT-PCR sonucunda
enfekteli oldugu belirlenen 6rneklerden tekrar RT-PCR yapilarak ¢ogaltilan PDV,
PNRSV ve ACLSV kilif protein genlerini iceren DNA bandlar1 saflagtirma islemine
tabi tutulmustur. Saflastirma icin PDV1-PDV2, PNRSV1-PNRSV2 ve ACLSV1-
ACLSV2 primerleri kullanilarak, 22 PDV, 5 PNRSV ve 7 ACLSV izolatinin kilif

protein genleri ¢ogaltilmistir (Cizelge 4.2.). Saflastirma islemi sonucunda PDV i¢in

52



862 bg, PNRSV igin 616 b¢ ve ACLSV igin 677 bg biiyiikliigiindeki bandlar elde

edilmistir.

Cizelge 4.2. Isparta ili kiraz liretim alanlarindan saflastirma yapilan PDV, PNRSV ve

ACLSYV o6rnekleri
No Viriis | izolat Ad1 | Alinan Bolge
1 PDV U-30 Uluborlu
2 PDV U-79 Uluborlu
3 PDV U-115 Uluborlu
4 PDV S-2 Senirkent
5 PDV S-26 Senirkent
6 PDV S-108 Senirkent
7 PDV S-119 Senirkent
8 PDV S-150 Senirkent
9 PDV M-1 Merkez
10 PDV M-4 Merkez
11 PDV M-27 Merkez
12 PDV K-7 Kegiborlu
13 PDV K-8 Keciborlu
14 PDV K-10 Kegiborlu
15 PDV A-1 Atabey
16 PDV Al7 Atabey
17 PDV Go-1 Gonen
18 PDV Go6-9 GoOnen
19 PDV S-12 Sarkikaraagag
20 PDV S-15 Sarkikaraagag
21 PDV G-1 Gelendost
22 PDV Y-3 Yalvag
1 ACLSV E-11-2 Egirdir
2 ACLSV E-11-5 Egirdir
3 ACLSV E-11-7 Egirdir
4 ACLSV K-10 Keciborlu
5 ACLSV A-39 Atabey
6 ACLSV U-30 Uluborlu
7 ACLSV S-2 Senirkent
1 PNRSV S-47 Senirkent
2 PNRSV S-48 Senirkent
3 PNRSV U-73 Uluborlu
4 PNRSV M-18 Merkez
5 PNRSV | E-3503 Egirdir
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Saflagtirllan PDV, PNRSV ve ACLSV kilif protein genini tasidigi kesin olarak
belirlenen PCR firiinleri DNA dizilimi belirlenmesi amaciyla Refgen Biyoteknoloji
(Ankara) firmasina gonderilmistir. PDV, PNRSV ve ACLSV kilif protein genlerini
iceren PCR iriinlerinin  DNA dizilimi PDV1-PDV2, PNRSV1-PNRSV2 ve
ACLSV1-ACLSV2 primerleri kullanilarak iki yonlii olarak dongii dizileme
yontemiyle otomatik DNA dizileme cihaziyla yapilmistir. Elde edilen DNA dizileri
Vector NTI (Invitrogen, ABD) dizi analiz programlarinda incelenmistir. Dizileme
sonucunda her iki yonde diziler elde edilmistir. Her bir izolat i¢in her iki yonde elde
edilen diziler karsilastirilip birlestirilerek izolatin dizilimi tespit edilmistir. Her bir
viriis i¢in ¢ogaltilan DNA uzunluklarina yakin DNA dizileri elde edilmistir. Dizileme
sonucunda PDV i¢in 750-800, ACLSV ve PNRSYV i¢in ise 550-600 b¢ uzunlugunda

diziler elde edilmistir.

4.7. Kalif Protein Genlerinin Dizi Analizi

4.7.1. Niikleotid dizi analizleri

4.7.1.1. Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) niikleotid dizi analizi

Isparta ilinde kiraz iiretiminin yaygin olarak yapildigi kiraz bahgelerinden alinan
ACLSV izolatlarmin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda, izolatlarn CP genleri arasinda %95-100 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.3.). En ¢ok benzerlik
%100°liik oranla Egirdir izolatlarindan Egirdir 11-2, 11-5 ve 11-7 izolatlar1 arasinda
oldugu tespit edilmistir.

Kilif protein geni niikleotid dizi karsilastirmasina gore tiim izolatlar arasinda en ¢ok
farkliligin Atabey‘den almman Atabey 39 izolat1 ile Kegiborlu 10, Senirkent 2 ve
Uluborlu 30 izolatlar1 arasinda olustugu belirlenmistir. Atabey 39 izolat1 bu izolatlar

ile %95 oraninda benzerlik gostererek en ¢ok farkliga sahip izolat olmustur.
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Cizelge 4.3. Isparta ili’ne ait kiraz bahgelerinden toplanan ACLSV izolatlarinin
niikleotid dizilerinin benzerlik oranlar1

Egirdir | Egirdir | Egirdir | Keg¢iborlu | Senirkent | Uluborlu

11-2 | 11-5 | 11-7 10 2 30
Atabey 39 96 96 96 95 95 95
Egirdir 11-2 100 100 96 96 97
Egirdir 11-5 100 96 96 97
Egirdir 11-7 96 96 97
Keciborlu 10 96 97
Senirkent 2 97

Gen bankas1 veritabanlarinda diinyanin farkli sert ve yumusak g¢ekirdekli meyve
tiretim bolgelerinden elde edilen 18 ACLSV protein geninin niikleotid dizilimleri
alinarak Isparta ilinin farkli ilgelerinden elde edilen ACLSYV izolatlarinin kilif protein
genlerinin niikleotid dizilimiyle karsilastirarak benzerlik oranlar1 belirlenmistir.
Yapilan karsilagtirmalar sonucunda Isparta ili ACLSV izolatlarinin diinya
izolatlariyla 9%80-98 arasinda degisen oranlarla benzerlik gosterdikleri ortaya
cikmigtir. Bu ¢alismada kullanilan 7 ACLSV izolati ile diinyada bulunan 18 farkl
ACLSYV izolati arasindaki benzerlik oranlari Cizelge 4.4‘te gosterilmistir. Cizelge
yakindan incelendiginde niikleotid dizi benzerligi bakimindan iilkemiz izolatlariyla
en ¢ok benzerlik gosteren izolatin % 98’lik oranla Yunanistan’dan FN391006 kiraz
izolat1 oldugu belirlenmistir. Yunanistan izolat1 Egirdir 11-2, 11-5, 11-7 izolatlariyla
%98 oraninda benzerlik gosterirken, Bulgaristan DQ32916 kiraz izolat1 %97 oranla
Isparta izolatlariyla en fazla benzerlife sahip ikinci izolat olmustur. ispanya’dan
AJ586629 kayisi izolati, tilkemiz izolatlarindan Egirdir 11-2, 11-5, 11-7, Uluborlu
30, Atabey 3 ve Senirkent 2 ile %80°lik oranla en az benzerlige sahip olan izotlar
olarak belirlenmistir. Ayrica elde edilen ¢oklu dizi karsilastirmalart Sekil 4.11°de

verilmistir.
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Cizelge 4.4. Isparta ilindeki ACLSV izolatlar ile diinyadaki baz1 ACLSV izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimlerinin
karsilastirilmast
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(151)
(151)

(151) EICC

(151)

75
TCEBGAGCABACAGAATTCETEAATCTAGTEGTEGABGTGARGT CAATGGAGGATCAGARGGTTATCGGETCETAC
TCEGAGCAGACBGAATTCETGEATCTAG AGGTGARATCAATGGAGGECCAGARGGTCATAG!
AGTTCCETGGATCTEG AAGTGABATCAATGGAGGGICABARGGTCATCG

TCIGAGCAIACIGAATTCIT.AICTAGTIGTIGAIGTGAIATCIATGGAGGICCAIA-GTAITCGGITCITAC
AG CAGABAGTAR

TCAGAGCAGACAGAGTTCETEGEGATC GGAG! CAGARG B

TCAGAGCAAACBGAGTTICTEGEACCTEGTEGTCGAAGTGARGT CAATGGAGGACCAGACAGTTCTCGGETCTTAC

TCIGAGCAIACIGAITT.T.AICTTGlAGTIGAIGTGA-TClATGGAGGICCAAA-GT.TCGGITCATAC
TGGAT

TCAGAGCAGACGGAAT

AGGTAARGTCGATGGAGGAACAGARG

AGCAGACAGAGTTCETEGA
AGCABACEGARTTHGTEEACETEAGACTECA] ChGraGoT
TCEBGAGCAGACEGAGTTCTT, GACGGTGGAGGTCARATCAATGGAGGATCAGARGGTGATAGGETCETIC
TCGGAGCAGACGGAGTTTCTGGATGTGACGGTGGAGGT AAGTCAATGGAGGATCAGAAGGTGATAGGGTCCTTC
150
AA-TGA-GA-GTC-CATIATIAAAGCTTTCA.ACTACCTCTT-G-CCIAAIATIAGCIGIATGACI
AATCTGABRAGAGETGGT CAATATGATCAAAGCATTCABAACTACCTCT TEGGATCCEAACATEAGCARCATGACT
AATCTGARGGAGGTGGTCAATATGATCAAAGCETTCARGACTACCTCTTEEGGHCCEAACATEAGCARCA
AATTTGABRGGAGETGGTCAACATEGATEAAAGCTTTCARGACTACCTCTTEAGATCCEAACATCAGCAACA'
AATTTGABRGGAGETGGTCAACATEGATCAAAGCETTCARGACTACCTCT TEEGGATCCEAACATEAGCAGEATGACT
AATCTGAGAGAAGTGGTCAACATEGATEAAAGCTTTCARGACTACCTCT
AATCTGARGGAGGTGGTCAACHTGATCAAAGCTTTCARGACTACCTCT GAACATEAR
AACETGARGGAGETGGTCAATATGATCAABGCETTCARGACTACATCTTEGGACCCAAACATEAGCAGEATGACT
AA-TGA-GAAACAGTC.CATIATIAAAGCITTCA-ACTACCTCTT.G.CCIAATATIAICG.ATGACC
AACITGAIGAIAICGTC-ATIATIAAA TCARGA GAACATCAA
AATCTGARGGAGACAGTCAATATGATCAAA TCARGA
AA-TGA-GAIACCGTC-ATIATIAAAGCITTCAGIACTACCTCTT.G.CCAAATATIAGC-ATGACC
AACCTGARGGAGETGGTCGGITTGATAAAGATCTTCARGACTACATCT
AATCTGAGEGAGETGGT CAGTTTAATAAAGATCT TCARGACTACATCT
AACCTGARGGAAGTGGTCAGITTEATEAAGATCTTCARGACTACATCTTCEGATCCGAACATAARCARCATGACT
GITTGATCAAGATCTTCAAGACTACATCT CCGAACATAAACARCATGA
CCEAAGATAARCARCATGA!
GETTEA CCEAACATAAACAACATGA
AACITGA-GA-GTCIG-TIATIAA-TTCA-ACTACITCTT.G.CCIAAIATAAIC-ATGACI
AATCTGARGGAGGTGGT CAGITTGATCAAARTCT TCARGACTACATCT CCEAABATAARCARCATGA!
AACETGARGGAGGTGGTCAGITTGATCAAGATCTTCARGACTACATCTT CCGAACATAARCARCATGA
AATCTGARGGAGGTGGTC TGATCAAGATCTTCARGACTACCTCTTTGGATCCEAACATAARCAACATGACT
AATCTGAREGAGETAGTC TAATIAA-ATTCAGIACTACITCTT CCEAACATAAGCAATATGACC
AACETGABRGGAGETGGTCAGITTEGATCAAGATCT TCABAACTACATCT CCEAACATAARCAATATGACH
AACETGARGGAGGTGGTCAGITTGATCAAGATCTTCARGACTACATCTTCGGATCCGAACATAARCARCATGACT
AATCTGAAGGAGGTGGTCAATTTGATCAAGATCTTCAAGACTACATCTTCGGATCCGAACATCAACAACATGACT
151 225
ETECGTCABATATGCGABGCTTTCGCACCGGABGCGAGGAAEGGGCTEGTCARRCTEARBTATAACGGGGTETTE
LTCCGECAGETGTGEGABGCTTTCGCACCGGABGCGAGEAACGGGCTEGGTAAARTTGAAGTACAANGGGGTETTT
GICA.TGTGIGAIGCTTTCGCGCCAGAIGCGAGGAAIGGGITIGTAAA.T.AAITAIAAIGGGGTGTTI
GG!

(151) [@1€

(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)

(151) ET

(151)
(151)

(151) ET

(151)
(151)
(151)

(151) EIEC

(151)
(151)
(151)
(151)
(151)

ITICGICETATGIGAIGCTTTIGCGCCGGAAGCGAGIAATGGGCTIGTCAAGCT.AAATACAAIGGGGTITTI
CTTCGTCAGETCTGIGAAGCCTTRGCACCAGABGCGAGGAATGGGETGGTTAAACTCAAATACARRGGGGTGTTT
TTECGECARBTGTGIGAGGCCTTEGCACCTGAGGCGAGGAABGGGTTEGTCAARTTAAAGTACARRGGGGTETTE
ITICGGCAATTGTGIGAIGCTTTCGCTCCCGAIGCIAGIAATGGGCTIGTCAA.T.AAATAIAAIGGGGTCTTI
T CCGGCAAGTATGIGAGGCGTTEGCACCTGAGGCAAGAAATGGGTTEGGTCAAGCTTAAGTATAAAGGGGTEITTE
TCCGGCARGTATGIGAGGCGTTEGCACCCGAGGCAAGRAATGGGTITEGTCAAGCTTAAGTATARRGGGGTITTE
ITICGGCAAITATGIGAIGCGTTIGCACCTGAIGCIAGIAATGGGITIGTCAAGCTCAAATAIAAIGGGGTITTI
TTCCGTCAGETCTGIGAGGCCTTEGCTCCGGAAGCGAGAAACBGGGTTEGTAAARTTGAAGTACARRGGGGTETTE
CCGECAAGTCTGIGAGGCTTTEGCCCCTGABGCGAGAAATGGGCTEGGTTAABCTEGAAGTACAARGGGGTEITTE
ETCCGECAAGTCTGEGABGCATTHGCTCCAGAAGCGAGAAACGGGETEGT TAART TGAAGTATAARNGGGGTETTE
TTCCGECAGETCTGIGAGGCATTEGCTCCAGAAGCAAGGAACGGGTTEGT TAARTTGAAGTATARRGGGGTETTE
CCGECAGETCTGIGAGGCATTIGCTCCAGAAGCAAGGAACGGGTTEGGTTAARTTGAAGTATAAAGGGGTTITTE
ETECGECABGETCTGEGABGCATTHGCTCCAGAAGCAAGGAACGGGETEGGT TAART TEGAAGTATAANGGGGTETTE
TTCCGECAGETCTGIGAGGCATTEGCTCCAGAAGCAAGRAATGGGTITEGT TAARTTGAAGTATARAGGGGTETTE
TTCCGECAGETCTGIGAGGCATTEGCTCCAGAAGCAAGAAATGGGTITEGT TAAATTGAAGTATARAGGGGTETTE
GECAGETCTGIGAGGCATTEGCTCCTGAAGCAAGAAACGGGHETEGT TAARTTGAAGTATAARGGGGTETTE
ETCCGECAGETTTGEGAGGCTTTHGCCCCGGAAGCAAGRAATGGGITGGTCARBCTGAAGTACAARGGGGTETTE
TTCCGECAGETATGIGAAGCATTEGCTCCCGAGGCAAGRAATGGGCTCGTCAAGCTTAAGTACARRGGGGTETTE
ETECGECAAGTCTGEGABGCATTEGCTCCAGAAGCGAGAAACGGGETEGTCAARTTEAAGTACAARGGGGTETTE
ITTCGECABETCTGIGAGGCATTIGCTCCAGAAGCAAGAAATGGGITGGTCAARTTGAAATACAARGGGGTETTE

TTCCGCCAGGT TGTGAGGC TTTGC CC GAGGCAAGAAACGGGTTGGT AAATTGAAGTATAAAGGGGTTTTC

Sekil 4.11. ACLSV kilif protein genine ait ¢coklu dizi karsilagtirmasi
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(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(2206)
(226)
(226)
(226)
(2206)
(226)
(226)
(2206)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(2206)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)
(226)

(301)
(301)
(301)
(301)

301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)

(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)
(376)

226 300
ACTAATCTCTTCGEAACEATGCCGGARGTGGGGEGCAANTABCCEGAATTGATGT TEGATT TEAATAAGGGTCTC
ACCAAGCTCTTCACTACEATGCCAGARGTGGGGAGCAAGTACGCCEGABETGATGTTEGACT TTAATAARGGECTT
ACCAACGCTCTTEACAACEATGCCGGARGTAGGAAGTAAGTACCCAGAGTTGATGTTEGATTTEAATAAGGGCCTT
AACCATGCCGGARGTAGGAAGCAARTACCCEGABETGATGT THGATTTEAATAAGGGTCTT
TGCCGGABGTAGGAAGTAANTACCCEGAGETGATGTTEGATT TECAATAAGGGTCTT
ACTAAGCTCTTCABGACEATGCCAGARGTGGGCAGTAANTAECCEGAACTGATGTTEGATTTEAATAAGGGTCTT
ACGAAGCTTTTCAGGACEATGCCGGARGTGGGEAGCAANTATCCAGAACTGATGTTEGATTTEAACAAGGGTCTC
ACHAATCTCTTCAGAACEATGCCGGARGTAGGGAGTAANTAGCCEGABETAATGT TIGATT TCAATAARGGTCTT
ACCAAGCTCTTEABAACAATGCCCGAGGTGGGGAGCAANTACCCEGABTTAATGTTEGATTTEAATAAGGGTCTC
ACBAATCTCTTIAGGACAATGCCAGAGGTGGGGAGCAANTACCCEGABETGATGTTEGATTTTAACAAGGGCCTC
ACHAATCTCTTEAGGACAATGCCAGAGGTGGGTAGCAANTACGCCAGABETGATGT TEGATTTTAATAAGGGCCTC

ACTAAGCTTTTCACTACAATGCCAGAGGTTGGGAGTAANTACCCEGABETGATGTTEGATTTEAATAAGGGCCTC

ACIAATCTCTT-ACTATGCCIGAIGTCGG.GAAAGTAICCIGAAITTATGTTIGACTTTAAIAAIGGICTI

AAAGTA.CCAGA.TCATGTTCGAITTIAAIAAIG

c GARABTAGCCEGAAETCATGTTEGACTTT
ACIAAICTATT-ACIATGCCIGAIGTTGG.GGAAGTAICCIGAAITCATGTTIGACTTTAAIAAIGGICTI
ACIAAICTATT-ACIATGCCIGA.GTTGG-GGAAGTA.CCIGAAITCATGTTIGACTTTAAIAAIGGICTI
ACHAAGCTAT ABGTTG GAAGTAGBCCEGAABTCATGTTEGACTTT.
ACHEAACCTGT AR AAITAICCIGAAITCATGTTIGACTT.AAIAAIG
ACAAAGCTGTTETTEACCATGCCAGARGTTGGAGGAAAGTACCCEGAACTCATGTTEGACT TEAATAARGGECTE
ACHAAGCTAT B AR AAARTACCCEGAACTCATGTTEGACTTTAATAARG
ACBAAGCTCT CTATGCCHGAGGTCGGRBGGAAGTAGCCEGABETCATGT THGAET TEAATAARGGEC
ACHAAGCTCTTETCTACTATGCCTGAGGTGGGCEGGAANTATCCEGABETCATGTTCGATTTEAATAAGGGCCTE
ACGAAGCTATTETCTACEATGCCAGARGTTGGREGGAAGTABCCEGABETCATGT TEGACT TEAATAARGGECTE
ACBAAGCTATTEICTACEATGCCAGANGTTGGRGGAAAGTAECCEGAABTCATGTTEGACTTTAATAANGGECTE

ACAAACCT TTTTCTACCATGCCAGAAGT GGAGG AAATACCCGGAGCT ATGTTTGATTTCAATAAAGGGCTG
301 375
AAGATGTTEATCATGAAGAABGCECABCARAAGGTCATAACTAATATGAATCGECECCTTHTGCARACTGARTTH
AAGATGTTTATCATGAAGAABGCCCABCARAANGTCATTACTAATATGAABCGECEECTTETACANACTGARTTE
AAGATGTTTATCATGAAGAAGGCECABCARAANGTCATAACTAATATGAAECGECETCTTCTACANACTGARTTE
AAIATGTTTATCATGAATAA.GCCCAICA.AIGTCAT.CTAATATGAAICGIC.CTTITICAIACTGAITTI
AAGATGTTTATCATGAATAAGGCCCAGCARAANGTCATAACTAATATGAACCGEC! - TETACABACTGARTTE

ANGATGTTEATCATGAATAABGCCCABCAGRANGTCATAACTAATATGAAECGECETCTTETACANACTGARTTE
AAGATGTTTATCATGAAGAAGGCCCABCAGGAGGTCATAACCAATATGAATCGECEECTTHTACAGACTGARTTC
AAGATGTTTATCATGAAGAAGGCCCAACAGAAGGTCATCACTAATATGAAGCGECET!
AAGATGTTTATCATGAATAAGGCCCAACARAAGGTGATAACCAATATGAATCGECEECTTETACAGACTGARTTE

AAGATGTTEATCATGAAGAAGGCECABCAGAAGGTGATAACTAATATGAACCGTCEECTTHTACAGACTGARTTH
iy

ACAGACTGAATTE

AN GCETCTTITACARACTGAATTE
AAIATGTTIATAATGAAIAAAGCICAICA.AIGTTATCICCAATATGAAICGIC.CTTITICAIACTGAGTTI
AAGATGTTTATAATGAAGAAAGCECABCARAANGTGATAACAAATATGAAECGECETCTTETACANACTGARTTE
AAGATGTTEATAATGAACAAAGCECABCARAANGTGATAACAAATATGAATCGECEECTTHTACARACTGARTTH
AAIATGTTIATAATGAAIAAAGCICAICA-AIGTGAT.CAAATATGAATCGIC.CTTITICAIACTGAITTI
ANGATGTTEATAATGAAGAAAGCECABCARAANGTGATAACAAATATGAATCGECEECTTETACANACTGARTTE
ANGATGTTEATAATGAACAAAGCECABCARRANGTGATAACAAATATGAATCGE -CTT CABACTGARTTE
AATATGTTTATAATGAAGAAAGCCCABCARAANGTTATAACAAATATGAATCGECEECTTHTACARACTGARTTH
AATATGTTEATAATGAAGAAAGCECABCARAANGTAATAACAAATATGAATCGECEECTTETACAGACTGARTTE
AAGATGTTTATTATGAACAABGCECABCARAANGTGATATCCAATATGAABCGECCECTTETACABACTGARTTE
AATATGTTEATAATGAAGAAGGCCCAACARAANGT TATAACTAATATGAATCGECEECTTHTACAGACTGARTTC
AATATGTTTATAATGAACAAAGCICAGCARAANGTGATAACAAATATGAACCGECETCTTHTACABACTGARTTH
AATATGTTEATAATGAACAAAGCICAGCARAARNGTAATANCAAATATGAATCGECETCTTHTACARACTGARTTE

ARCATGTTCAT ATGAACAAGGCTCAGCAARAAGT ATAAC AATATGAACCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTT
376 431
GCGAGEAGIGAGARTGAGGCARAGAT THCGTCIGETTCGACTGACCTTTGCATITG
GCARAGAGIGAGAATGAGGCAAAGCT BACTGATCTTTG!
GCARBAAGTGABARTGAGGCGAAGCTCT GACTGAECTTTG
GCHABAAGTIGAGARTGAGGCAAAGCTCCCATCTGETACAACTGATCTTTGCATTTA
GCARBAAGCGAGATIGAGGCGAAGCTCE lACTGAICTTTG
GCARBAAGIGAGARTGAGGCGAARCT AT
GC.AIAAGIGAIAICGAGGCCIAGCTCICGTCIG.ATCIACTGAICTTTGCITITI
GCARBAAGCGAGABCGAGGCGAABCTETCGTCTGTTTCAACTGATCTTTGCATTTA
GCARBAAGCGAGARTGAGGCGAAGCT CTCGACTGATCTTTG
GCHABAAGTGABARTGAGGCGHAECT CTCEACTGATCTTTG
GCIAIAAGIGAIA-GAGGCGlAICTCICGTCIGICTC'ACTGAICTTTGCITITI

T
GCIA-AGIGAIAICGAGGCICA-T- BATCAGTTACEACTGATCTTTGCATTITA
GCHABAAGTGABARTGAGGCABAGCTET ITCIGG.CIACTGAICTTTGCITITI
GCAABGAGIGABABCGAGGCARARK BACTGAT
GCAABGAGTGAAAATGAGGCAAARA
GCHABGAGCGABARCGAGGCARARATGET ITCIG-CIACTGAICTTTGCITITI

GCAAAGAGTGAAAATGAGGCAAAAATGTCATCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTA

BACTGATCTTTGC!

Sekil 4.11. (devam)
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4.7.1.2. Prunus necrotic ring spot virus (PNRSYV) niikleotid dizi analizi

Isparta ilinde kiraz iiretiminin yaygin olarak yapildigi kiraz bahgelerinden alinan
PNRSV izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, izolatlarin CP genleri arasinda %94-100 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. En ¢ok benzerlik %100°lik oranla
Egirdir 3503 ile Uluborlu 73 ve Senirkent 47 ile Senirkent 48 izolat1 arasinda oldugu
belirlenmistir. Kilif protein geni niikleotid dizi karsilastirmasina gore tiim izolatlar
arasinda en az benzerlik gosteren ise Egirdir 3503 ile Merkez 18 izolati arasinda %
94 oranla meydana gelmistir. Calismada kullanilan tiim izolatlarin birbirleriyle

gosterdikleri niikleotid dizi benzerlikleri Cizelge 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Isparta ili‘ne ait kiraz bahgelerinden toplanan PNRSV izolatlarinin
niikleotid dizilerinin benzerlik oranlari

Uluborlu | Merkez | Senirkent | Senirkent
73 18 47 48
Egirdir 3503 100 94 99 99
Uluborlu 73 95 99 99
Merkez 18 95 95
Senirkent 47 100

Gen bankas1 veritabanlarinda diinyanin ve iilkemizin farkli sert ve yumusak
¢ekirdekli meyve iiretim bolgelerinden bulunan 23 PNRSV protein geninin niikleotit
dizilimleri alinarak Isparta ili‘nin farkli il¢elerinden elde edilen PNRSV izolatlarinin
kilif protein genlerinin niikleotid dizilimiyle karsilagtirarak benzerlik oranlar
belirlenmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda Isparta ili PNRSV izolatlarinin
diinya izolatlariyla %86-99 arasinda degisen oranlarda benzerlik gdsterdigi
belirlenmistir. Bu c¢alismada kullanilan 5 PNRSV izolat1 ile iilkemizden 6 ve
diinyadan da 17 farklit PNRSV izolat1 arasindaki benzerlik oranlar1 Cizelge 4.6°da
gosterilmigtir. Cizelge yakindan incelendiginde niikleotid dizi benzerligi bakimindan
en ¢ok benzerlik gosteren izolatlarin Isparta’dan Senirkent 47 ve Senirkent 48
izolatlarmin  %99°lik oranla diinya izolatlarindan DQ983491 Polanya Kiraz,
AF170166 Cekoslavakya visne, AF170163 Cekoslavakya visne, AF170165
Cekoslavakya kiraz, FJ231736 ABD kiraz, EF565251 Sili kiraz ve Tiirkiye
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izolatlarindan EF519311 Tiirkiye seftali ile EF519306 Tirkiye seftali izolatlart
arasinda ve Merkez 18 izolatinin %99 oranla AF170157 Cekoslavakya kiraz,
DQ983494 Polanya kiraz izolatlar1 arasinda oldugu tespit edilmistir. italya’dan
AJ133210 kiraz izolat1 ise Egirdir 03 izolati ile %86°lik oranla en az benzerlige sahip
olan izolat olarak belirlenmistir. Elde edilen ¢oklu dizi karsilastirmalart Sekil 4.12°de

verilmisgtir.
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EF519311
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Cumh.-Kiraz
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1
Senirkent 48 (1) ECCGEATAGGGETTCGAGEG CGACCEGABCCEGTCGEG. AGACIA-GGAC. lAG

Uluborlu 73 (1) [ECCGRAATAGGGTTTCGAGEG CGACCACAACCEGTCGEGAAGACEACETGE. GAG
Senirkent 47 (1) ECCGBATAGGGETTCGAGEG CGACCBCAACCEGTCGIG. AGACIA.GGAC.T'AG
Egirdir 03 (1) ECCGBATAGGGTTTCGAGEG CGACCECAACCEGTCGEG. AGAC'A-GGA GAG
Merkez 18 (1) ECCGRATAGGGTTTCGAGCG! CCGGTCGEGARGACH
AJ133206 Tunus-Seftali (1) ECCGBATAGGGTTTCGAGCG G TECEATCCGACCGCARCCEGTCGEG. AGACIAIT.GGAC. GAG
AF170157 Cek Cumh.-Kiraz (1) [ECCGRATAGGGTTTCGAGCG TECEATECGACCGEARCCEGTCGEGAAGA GAG
AJ133210 Italya-Kiraz (1) BCCGGTGAGGGTTTCGAATGTTGTAGGAC CGACCTAABCCAGTCG! GAAGACTA.T.GGACTATTAG
DQ983494 Polanya-Kiraz (1) ECCGEATAGGGTTTCGAGCGETGTAGGACETE! GACCGBABCCBGTCC AGACH o}
FJ231737 ABD-Visne (1) TCCGAATAGGGTTTCGAGEGI GAC! CGACCGEAACCEGTCGEGA
EF519309 Tirkiye-Erik (1) ECCGBATAGGGTTTCGAGTGETATCGGACEATIGETCCGACCACARCCEGTCGCGAAGACH
EF519310 Tirkiye-Visne (1) [ECCGRATAGGGTTTCGAGEG GAC! CGACCAGAACCEGTCGCGAAGACEALT
AJ133209 Italya-Kiraz (1) ECCGBATAGGGTTTCGAGIGETATCGGACCAGTGETECGACCACARCCEGTCC AGACH
AJ133203 Italya-Kiraz (1) TTCGAGTG! T-AGAC- CGACCAGABCCBGTCC AGACH
AJ133208 Ispanya-Nektarin (1) TTCGAGTGH TCGACCAGAACCEGTCGEGA
EF519307 Tiirkiye-Seftali (1) TTCGAGTG! T-GACT-TTCGACC.A CCBGTCC AGACH
DQ983491 Polanya-Kiraz (1) TTCGAGTGH €CGACCACABCCEGTCGEGA
EF519306 Tiirkiye-Seftali (1) TTCGAGTG! GACCACABCCBGTCC AGACH
EF519308 Tiirkiye-Seftali (1) TTCGAGTGETACCGGACCAGTGGTECGACCACARCCEGTCC AGACH
EU368738 Macaristan-Visne (1) GACCACABCCGGTCGEGA
AF170166 Cek Cumh.-Visne (1) GCCGRATAGGG TACCGGACCAGTGGTCCGACCACAGCCEGTCC AGACH
FJ231736 ABD-Kiraz (1) ECCGAATAGGG! GCCEGTCGIGA
FR773524 Hindistan-Kiraz (1) ECCGBATAGGG AGTG! GCCBGTCC AGACH CGGA GAG
EF519311 Tiirkiye-Seftali (1) ECCGBATAGGGTTTCGAGEG T_GAC_T.CGACC.A CCBGTCC AGACH -GGAC.TlAG
AF170163 Cek Cumh.-Visne (1) [ECCGRAATAGGGETTCGAGEG AC| GACCACABCCGGTCGEGA IA
AF170165 Cek Cumh.-Kiraz (1) EGCCGRATAGGGETTCGAGIG! T_GAC_T.CGACC.A CBGTCC AGACH -GGAC

iC
EF565251 Sili-Kiraz (1) ECCGAATAGGGETTCGAGTGETACTGGACCAGTGETCCGACCACARCCEGTCGEGA -GGAC.TIAG

HQ833193 Cin-Kiraz (1) ECCGBATAGGGETTCGAGTEGETACCGGACCAGTGETECGACCACARCCEGTCGCGAAGACEACETGGACEGTEAG

Merkez 18 (151)

AJ133206 Tunus-Seftali (151) AGTATTGACTTCACGACCAC] CAGTTGATGGGTCAGAATTTGACETTAT TAA
AF170157 Cek Cumh.-Kiraz (  151) AGTATTGACTTCACGACCACECTCCCICAGTTGATGGGTCAGAATTTGACETTATTAACEGT
AJ133210 Italya-Kiraz (151) BGTGAAl T.CTTAGTGTTGACTTCACGACCACITTCCCGCAGTTGATGGGTCAAIATTT.ACTITTTTAACGAT
DQ983494 Polanya-Kiraz (151) TGAGEATTGACTTCACGACCACEETCCCECAGTTGATGGGTCABAATTTEACETTET TAA
FJ231737 ABD-Visne (151) AGTITTGACTTCACGACCACC.TCCC CAGTTGATGGGTCA.ATTT'AC.TTTTIAC.T

EF519309 Tiirkiye-Erik (151) CAGTTGATGGGTCAGAATTTGAC
EF519310 Tiirkiye-Visne (151) C TITTGACTTCACGACCAC CAGTTGATGGGTCAGAATTTEAC
AJ133209 Italya-Kiraz (151) AGEATCGACTTCACGACCACEGTCCCHCAGTTGATGGGTCAARATTTGACEET
AJ133203 Italya-Kiraz (151) AGTAT, CAGTTGATGGGTCAGAATTTGAC]
AJ133208 Ispanya-Nektarin (151) CAGTTGATGGGTCAGAATTTGACCCT!
EF519307 Tiirkiye-Seftali (151)
DQ983491 Polanya-Kiraz (151)
EF519306 Tirkiye-Seftali (151) CAGTTGATGGGTCAGAATTTGACEET]
EF519308 Tiirkiye-Seftali (151) CAGTTGATGGGTCAGAATTTGAC]
EU368738 Macaristan-Visne (151) BGTGAAGTACTTGAGCATAGACTTCACGACCACEETCCCECAGTTGATGGGTCAGAATTTGACEET,
AF170166 Cek Cumh.-Visne (151) BGTGAAGTACTTGAGCATAGACTTCACGACCACEETCCCICAGTTGATGGGTCAGAATTTGACCETATTGACEGT
FJ231736 ABD-Kiraz (151) CAGTTGATGGGTCAGAATTTGAC

FR773524 Hindistan-Kiraz (151) CAGTTGATGGGTCAGAATTTGACEET

Consensus (1) CCCGAATAGGGCTTCGAGTGGTACCGGACCAGTGGTCCGACCACAACCGGTCGTGAAGACCACCTGGACCGTGAG
76 150
Senirkent 48 (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACAGAATCACCGAGAGGTGABEACGACEGAGEC
Uluborlu 73 (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACARTCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
Senirkent 47 (76) BGGTCCGAATGTGECEECCCGAA' AGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
Egirdir 03 (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACATAATCACCGAGAGGTGACGACGACEGAGEC
Merkez 18 (76) GGGTCCGAREGTGECEGCCCGAA! AAGGGTTATGTAGCACATAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
AJ133206 Tunus-Seftali  (76) GGGTCCGAATGTGECEECCCGAA AAGGGTTATGTAGCACAEAATCACCGAGAGGTGACGACAACAGAGEC
AF170157 Cek Cumh.-Kiraz (76) GGGTCCGAACGTGECECCCCGAATECCIAAGGGTTATGTAGCACATAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
AJ133210 Italya-Kiraz (76) BGGTCCGAAEGTGECAECCCGAATACCCAAGGGTTETGTTGCACATAGTCACCGTGAGGTGABGACTACTGAGEC
DQ983494 Polanya-Kiraz  (76) GGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATHECC! nhr’f"”TTATGT GCACATBATCACCGAGAGGTGACGACGACHGAGEC
FJ231737 ABD-Visne  (76) BGGTCCGAAEGTGECECCCCGAATECCEAAC THTGTAGCACATAATCACCGTGAGGTGACGACGACAGAGEC
EF519309 Tirkiye-Erik (76) BGGTCCGAACGTGECGECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACABAATCACCGGGAGGTGABAACGACAGAGEC
EF519310 Tirkiye-Visne  (76) HGGTCCGAACGTGECGEBCCCGAATHCCHAAGGGETHTGTAGCACABAATCACCGGGAGGTGAGAACGACAGAGEC
AJ133209 Italya-Kiraz (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTGGCACATAGTCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
AJ133203 Italya-Kiraz (76) BGGTCCGAAEGTGECATCCCGAATECCEAAGGGRTETGTAGCACABAGTCACCGEGAGGTGABGACBACHEGAGAC
AJ133208 Ispanya-Nektarin  (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACARTCACCGAGAGGTGABEACGACAGAGEC
EF519307 Tirkiye-Seftali  (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
DQ983491 Polanya-Kiraz  (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETHTGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGABEACGACAGAGEC
EF519306 Tiirkiye-Seftali (76) BGGTCCGAAEGTGTCECCCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
EF519308 Tiirkiye-Seftali (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGATEACGACEGAGEC
EU368738 Macaristan-Visne  (76) BGGTCCGAABGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACABAATCACCGAGAGGTGATEACGAC! ic
AF170166 Cek Cumh.-Visne (76) BGGTCCGAATGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACAATCACCCAGAGGTGABBACH C
FJ231736 ABD-Kiraz  (76) BGGTCCGAREGTGECEGCCCGAATECCTAAGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGACEACGACAGAGEC
FR773524 Hindistan-Kiraz  (76) BGGTCCGAAGGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACAGGATCACCCHGAGGTGACGACGACAGAGEC
EF519311 Tiirkiye-Seftali (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGABGACGACEGAGEC
AF170163 Cek Cumh.-Visne (76) BGGTCCGAATGTGECICCCCGAATECCIARGGGETITGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
AF170165 Cek Cumh.-Kiraz (76) BGGTCCGAAEGTGECECCCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
EF565251 Sili-Kiraz  (76) BGGTCCGAABGTGECCECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGABGACGACAGAGEC
HQ833193 Cin-Kiraz  (76) BGGTCCGAAEGTGECEECCCGAATECCEAAGGGETETGTAGCACACARTCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGEC
Consensus  (76) AGGTCCGAATGTGCCTCCCCGAATTCCTAAGGGGTTTGTAGCACACAATCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGGC
151 225
Senirkent 48 (151) BGTGAABTTTETEAGEATAGACTTCACGACCACEETCCCHCAGTTGATGGGTCAGAATTTGACEETATTEACEGT
Uluborlu 73  (151) AGTGAAGTATETEAGCATAGACTTCACGACCACETTCCCECAGTTGATGGGTCAGAATTTAACEETATTEACTGT
Senirkent 47 (151) TEAGEATAGACTTCACGACCACEETCCC! CAGTTGATGGGTCA.ATTTIAC.TITTIAC.T

Egirdir 03 (151) TGAGEATAGACTTCACGACCACETTCCCECAGTTGATGGGTCAGAATTTAAC]
TGAGCATTGACTTCACGACCACEETCCC] CAGTTGATGGGTCA.ATTTIACITTITTAAC.T

W

EF519311 Tirkiye-Seftali (151) BGTGAAE Ti CAGTTGATGGGTCAGAATTTGAC]
AF170163 Cek Cumh.-Visne (151) BGTGAAG T| CAGTTGATGGGTCAGAATTTEAC
AF170165 Cek Cumh.-Kiraz (151) GTGAAIT-T CAGTTGATGGGTCAGAATTTGACEET]

EF565251 Sili-Kiraz (151) BGTGAAG CAGTTGATGGGTCAGAATTTGAC
HO833193 Cin-Kiraz (151) GTGAAIT-T AGCATAGACTTCACGACCACEGTCCCICAGTTGATGGGTCAGGATTTGACEET;

Consensus  (151) AGTGAAGTACTTGAGCATAGACTTCACGACCACTCTCCCTCAGTTGATGGGTCAGAATTTGACCCTATTGACTGT
226 300

Senirkent 48  (226) EATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAATGGETGGATEGGGATEGTGGABGACTARARGGTGGAACARCCTAR
Uluborlu 73 (226) MATAGICCGAATGAACTCHEA TTCGAATGGITGGATIGGGATGGTGGAGGACTATARGGTGGAACAACCTAR
Senirkent 47  (226) EATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAATGGETGGATEGGGATEGTGGAGGACTARARGGTGGAACAACCTAR
Egirdir 03  (226) MATAGICCGAATGAACTCEA TTCGAATGC GTGGAGGACTATARGGTGGAACAACCTAR
Merkez 18 (226) MATAGICCGAATGAACTCHEA TTCGAATGC GTGGAGGACTATABGGTGGAT
AJ133206 Tunus-Seftali (226) BATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAATGGETGGATEGGGATEGTGGA]
AF170157 Cek Cumh.-Kiraz (  226) TATAGICCGAATGAACTCEACGAGTTCGAATGGITGGATIGGGATEGTGGAGGACTATARGGT
AJ133210 Italya-Kiraz (226) [BATCAACCGAATGAACTCCARGAGTTCGAABGGETGGATAGGGATCGT GACTABAGGGTGATTABCCCCEA
DQ983494 Polanya-Kiraz (226) TATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAATGGETGGATEGGGATEGTGGAGGACTACARGGTGGATCARCCTGA
FJ231737 ABD-Visne (226) [ATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAATGGITGGATIGGGATGGTGGAGGACTATARGGTGGAT
EF519309 Tiirkiye-Erik (226) CATAGECCGAATGAACTC TTCGAACGGETGGATEGGGATEGTGGABGACTACAAGGTGGATCAACCTGA
EF519310 Tirkiye-Visne (226) CATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAACGGETGGATIGGGATGGTGGAGGACTACA)
AJ133209 Italya-Kiraz (226) HATAGEICCGAATGAACTC TTCGAATGGITGGATIGGGATGGTGGAGGACT
AJ133203 Italya-Kiraz (226) @ATAGEICCGAATGAACTC TTCGAATGGITGGATIGGGATGGTGGAGGACT
AJ133208 Ispanya-Nektarin (226) EATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAATGGETGGATIGGGATGGTGGAGGACTATA
EF519307 Tiirkiye-Seftali (226) MATAGICCGAATGAACTC TTCGAATGGATGGATIGGGATGGTGGAGGACT
DQ983491 Polanya-Kiraz (226) EATAGECCGAATGAACTCEA TTCGAATGGETGGATIGGGATGGTGGAGGACTATA
EF519306 Tiirkiye-Seftali (226) MATAGICCGAATGAACTC TTCGAATGGITGGATIGGGATGGTGGAGGACT
EF519308 Tiirkiye-Seftali (226) MATAGICCGAATGAACTC TTCGAATGGITGGATIGGGATGGTGGAGGACT
EU368738 Macaristan-Visne (226) MATAGEICCGAATGAACTCHEA TTCGAANGGETGGATIGGGATECTGCABGACTARA!

AF170166 Cek Cumh.-Visne (226) WATAGTCCGAATGAACTC TTCGAATGGITGGATIGGGATGGTGGAGGACT
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526 541

Senirkent 48 (526) C A CTGCTT
Uluborlu 73 (526) Ci CTGCTT
Senirkent 47 (526) C CTGCTT

Egirdir 03 (526) Ci A CTGCTT

Merkez 18 (526) Ci CTGCTT

AJ133206 Tunus-Seftali (526) Ci A CTGCTT
AF170157 Cek Cumh.-Kiraz (526) C CTGCTT
AJ133210 Italya-Kiraz (526) CGAEGAGGACCTGCTT
DQ983494 Polanya-Kiraz (526) C A CTGCTT
FJ231737 ABD-Visne (526) Ci CTGCTT
EF519309 Tirkiye-Erik (526) Ci A CTGCTT
EF519310 Tiirkiye-Visne (526) CGACGARAGACCTGCTT
AJ133209 Italya-Kiraz (526) C CTGCTT

AJ133203 Italya-Kiraz (526) CGAZGAGGACCTGCTT

EF565251 sili-Kiraz (526) CTGCTT
HQ833193 Cin-Kiraz (526) CTGCTT
Consensus  (526) CGATGAAGACCTGCTT

AJ133208 Ispanya-Nektarin (526) C CTGCTT
EF519307 Tiirkiye-Seftali (526) C A CTGCTT
DQ983491 Polanya-Kiraz (526) C CTGCTT
EF519306 Tirkiye-Seftali (526) Ci CTGCTT
EF519308 Tiirkiye-Seftali (526) C A CTGCTT
EU368738 Macaristan-Visne (526) C CTGCTT
AF170166 Cek Cumh.-Visne (526) C A CTGCTT
FJ231736 ABD-Kiraz (526) C CTGCTT
FR773524 Hindistan-Kiraz (526) C CTGCTT
EF519311 Tiirkiye-Seftali (526) C A CTGCTT
AF170163 Cek Cumh.-Visne (526) C CTGCTT
AF170165 Cek Cumh.-Kiraz (526) C A CTGCTT
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4.7.1.3. Prune dwarf virus (PDV) niikleotid dizi analizi

Isparta ilinde kiraz iiretiminin yaygin olarak yapildigi kiraz bahgelerinden alinan
PDV izolatlariin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimleri kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, izolatlarin CP genleri arasinda %84-100 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. En ¢ok benzerlik %100°lik oranla
Gonen 1 ile Kegiborlu 10 izolati arasinda tespit edilmistir. Kilif protein geni
niikleotid dizi karsilastirmasina gore tiim izolatlar arasinda en ¢ok farklilik gdsteren
ise Atabey 17 ile Merkez 4 izolati arasinda oldugu belirlenmistir. Benzerlik %84
oranin da meydana gelmistir. Caligmada kullanilan tiim izolatlarin birbirleriyle

gosterdikleri niikleotid dizi benzerlikleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7.Isparta ili‘ne ait kiraz bahg¢elerinden toplanan PDV izolatlarinin niikleotid dizilerinin benzerlik oranlar1
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Gen bankasi veritabanlarinda diinyanin farkli sert ¢ekirdekli meyve iiretim
bolgelerinden bulunan 12 PDV protein genlerinin niikleotit dizilimleri alinarak
Isparta ili‘nin farkl ilgelerinden elde edilen PDV izolatlarinin kilif protein genlerinin
niikleotid dizilimiyle karsilastirarak benzerlik oranlar1 belirlenmistir. Yapilan
karsilagtirmalar sonucunda Isparta ili PDV izolatlarinin diinya izolatlariyla %86-98
arasinda degisen oranlarla benzerlik gosterdikleri belirlenmistir. Bu calismada
kullanilan 22 PDV izolati ile diinyadan da 12 farkli PDV izolat1 arasindaki benzerlik
oranlar1 Cizelge 4.8°de gosterilmistir. Cizelge yakindan incelendiginde niikleotid dizi
benzerligi bakimindan en ¢ok benzerlik gosteren izolatin %9811k oranla Merkez 1 ile
diinya izolatlarndan GU066792 ABD kiraz, GU066796 Israil kiraz ve GU066795
Italya badem izolatlar1 arasinda oldugu tespit edilmistir. En fazla ikinci benzerligi ise
Sarkikaraage 12 ve Uluborlu 79 izolatinin GU181405 Polanya visne izolati ile %97
oraninda meydana getirdigi belirlenmistir. Merkez 4 izolat1 ise GU066791 Polanya
kiraz ve GU066793 Italya kiraz ile %86‘lik oranla en az benzerlige sahip olan
izolatlar olarak belirlenmistir. Elde edilen ¢oklu dizi karsilastirmalar1 Sekil 4.13°de

verilmistir.
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Cizelge 4.8. Isparta ili‘ndeki PDV izolatlari ile diinyadaki baz1 PDV izolatlarinin kilif protein genlerinin niikleotid dizilimlerinin
karsilastirmast
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AAAGCETCTAAGTCTGGAARACCTACT
AARGCTACTAAATCTGGARAGCCTACT!
AAAGCTGCTAAATCTGGAAAGECTACT
AAAGCCACTAAATCTGGAAAGECTACT
AAA-AA-GGAAA-CTACT

AAAGTCACTARATCTGGAAAGGCTACT!
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TIGTTAAGABA
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GCCTACTACCCGATCACARAGCTTTGCTT

TAEGCT CTCGGAAGRACAA
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TAARARGTTTCECCGGTATGATATCTCGTACH

[clehy

TGABAAGTTTITCCGGTATGATATCTCGTACH
TGTGABAAGTTTITCCGGTATGATATCTCGTACH
GTGABAAGT T TETCCGGTATGATATCTCGTACH
GTGABAAGT TTETCCGGTATGGTATCTCGTACH
GTGABAAGTTTITCCGGTATGATATCTCGTACH
GTGABAAGT TTICCCGGTATGATATCTCGTACTGAGAATCT
GTGABAAGTTTITCCGGTATGATATCTCGTACH

\ABAGET T TETCCGGTATGATATCTCGTACH
A.G.TTT.CCGGTATG'TATCTCGTAC
GBGTTTEECCGGTATGATATCTCGTAC
\AAGAGTTTTTCCGGTATGATATCTCGTACH
\ABGAGTTTETCCGGTATGATATCTCGTACH
\AGGAGTTTETCCGGTATGATATCTCGTACH

\ABGAGTTTTTCCGGTATGATATCTCGTACH

GTAARAAGT TTITCCGGTATGATATCTCGTACH
GTGABAAGT TTETCCGGTATGATATCTCGTACH
GTGABAAGTTTITCCGGTATGGTATCTCGTACH
GTGABAAGT TTIACCGGTATGATATCTCGTACH
GTGABAAGTTTIACCGGTATGATATCTCGTACH
GTGABAAGT TTETCCGGTATGGTATCTCGTACH
GTGABAGET TTETCCGGTATGATATCTCGTACH
GTAABAAGTTTITCCGGTATGATATCTCGTACH
GTAARAAGT TTFTCCGGTATGGTATCTCGTACH
GTAABARATTTITCCGGTATGATATCTCGTACH
GTAARAAGTTTICCCGGTATGATATCTCGTACH
GTAARAAGT TTICCCGGTATGATATCTCGTACH
GTAABAAGTTTITCCGGTATGATATCTCGTACH
GTAARAAGT TTITCCGGTATGATATCTCGTACH
GTAARAAGT T TITCCGGTATGATATCTCGTACH
TGTAARAAGT TTITCCGGTATGATATCTCGTAC
TGTAARAAGT TTITCCGGTATGATATCTCGTAC

TAARAAGTT TICCCGGTATGATATCTCGTACH

IGGAAGCTCGA]

T
(ACTBTTTEEEAGTGEAT
(2CTBITTE06AGTGGAT

T

€CGAGTCEA
GICTGITTCCGAGTGEAT|

TEITTCCGAGTGCAT!

T
T TTECCAGGG!
CTTCA|

GGHECC

TECGAGEGEATECTTCACGGACC

CTTCACGGGCC

iCTTCAGGGGCC]

TGCTTCACGGGCC

iCTTCAGGGGCC]

CTTCACGGGCC

TECTTCACGGACC

lcTTCABGGHCC

'AGCTCGGAAGAATAATAATACTACCC

CGAATGTETC
CGAATGTGEC
LLJAA-T.C

CCCCTGCTGGTTTTGTTAAGAAACAATTCCCGGGTGGAAGCTCGAAGTCTGTTTCCGAGTGGATGCTTCACGGACCARATGTGCC
255
GAGAATCTEACEGTEAARTCGACTGCARCCGGTGTATACTACACCATGAAA
GAGAATCTGACAGTEAATTCGACBGCEECCGGTGTETACTACACCATGARA
GAGAATCTGACAGTCA. CCATEAAA
GAGAATTTGACEGTCAA! CCATGAAA
GAGAATTT! TEA CCATGAAA
GAGAATTTI AR CCATGAAR
GAGAATTTI AR CCATGAAR
ACTTI A CCATGAAA
GAGAACHT] AR CCATGAAR
ACETEACAGTTAA] CCATGAAR
GAGAACHITBACAGTEAANTCGACTGCHECCGGTGTAT. CCATGAAR
GAGAACCTGACAGTEAATNTCGACTGCHCCCGGTGTATACTACGCCATAAAA
GAGAACTEACAGTEA TACGCCATGAAR
ACAGTCAA] TACACCATGAAA
GAGAATCTGACAGTCA. CCATGAAA
GAGAATCT AR CCATGAAR
GAGAATCT AR CCATGAAR
GAGAATTT! A CCATGAAA
GAGAATTT, AR CCATGAAA
GAGAATTT. A CCATGAAA
GAGAATTTI AR CCATGAAA
GAGAATCT ARTTCGACH CTACACCATGAAA
GAGAATCT AARTCGAC] CTACBCCATGAAA
GAGAATRT TAAETCGACH TACACCATGAAA
GAGAATT TAATTCGACH TACACCATGAAA
GAGAATTITGACGGTTAAATCGAC TACACCATGAAA
GAGAATTTGACGGTTAAATCGAC TACACCATGAAA
GAGAATCTGACGGTEAACTCGACH 'TACHCCATGAAA
GAGAATCTGACGGTEAACTCGACH CCATGARA
GAGAATICTGACGGTCAACTCGACH CCATGAAA
GAGAATTTGACGGTCAAT CCATGARA
GAGAATTTGACGGT CCATGAAA
GAGAA-'T‘ ACEGTTAAATCGAC] CCATGAAR
GAG] CBGITAAATCGAC TACACCATGAAR

[CGTAARARGTTTECCCGGTATGATATCTCGTAC

CGTAAAAAGTTTTTCCGGTATGATATCTCGTACCGAGAATTTGACGGTCAATTCGACCGCTTCCGGTGTTTATTACACCATGAAA

Sekil 4.13. PDV kilif protein genine ait ¢oklu dizi karsilastirmasi
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(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)
(256)

(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)
(341)

(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)
(426)

256 340
[ETCCGAGAGTAAATEARGGACT T TFCTGTTEATACEAAGGTATACGGEATHC CGTTABTGECTHC TTTCTEATGEAG
ATCCG] GGTATACGGAAT GTTAETGECTHEC ITTCTAATGGTG
ATCCC AGGTATACGGEATHC CGTTABTGECTHC TTTCTAATGETG
ATCCC AGGTATACGGGATHC ICGTTATTGECTHC TTTCTAATGETG
ATCCG] GGTATACGGGAT GTTATTGECTEC ITTCTAATGGTG
ATCCG AGGTATACGGGATC CGTTATTGECTC TTTCTAATGETG
ATCCGAGA GGTATACGGGAT GTTATTGECTEC TTTCTAATGGTG
ATCCC AGGTATACGGGATHC ICGTTATTGECTC TTTCTAATGETG
[BrCcCGCGARCTTR T AGGTETACGGHEATHC CGTTABTGECTCGABGTTTCTAATEEEG
CCGCGABCTCET GGTGTACGGAAT GTTAETGECTHEC ITTCTAATGGTG
[BTCCGCGARCTETT! AGGTETACGGHATC CGTTABTGECTC TTTCTAATGETG
CCGCGARCTATT GGTETACG GTTAETGECTEC TTTCTTATGGTG
[ETCCGTGARCTTTTEA AGGTETACGG] CGTTAGTGECTEGACGTTTCTAATEETG
[ETCCGTGARCTTTITEA AGGTETACGG] CGTTABTGECTEGACGTTTCTAATGETG
ARCTTTT GGIBTACG GTTAGTGECTEGACGTTTCTAATGGEG
[ETCCGTGARATTTTTAAGGACT AGGTETACGG] CGTTAGTGECTHEG
CTCCGCGATETTETT GGTGTACGGHAT CGTTAETGECTEG
AGGTGTACGG, T .CGTTACTGECTIG.
ATACTAAGGTGTACGG T .CGTTATTGECTHEG.

TACTAAGGTCTACG! T GTTATTGECTEG:
 TCCGCGATCTTTTTA. B I CGTTABTGTCTEGATGTTTCTAATGETG
TCCGlGA- T GTTACTGECTEGACGTTTCTAATGETG
TCCGRG. i CGTTAGTGECTEGACGTTTCTAATGETG
TCCGAGATTHL. l'r TEGTTTTTCGTTATTGECTEGABGTTTCTAATGEEG
TCCGAGATTIATTY TEGTTTTTCGTTATTGECTEC TTTCTAATGGTG

THc CGTTABTGECTHC TTTCTAATGETG
T GTTAETGECTEC ITTCTAATGGTG
THic CGTTAGTGECTHC TTTCTAATGETG
THc CGTTABTGECTHC TTTCTAATGETG
T GTTAETGTCTHEC TTTCTAATGGTG
THc CGTTAGTGECTHC TTTCTAATGETG
T GTTAETGECTEC ITTCTAATGGTG
T CGTTAGTGECTHC TTTCTBATGGTG
A Tlic CGTTABTGECTEGACGTTTCTGAAAATG
GTCCGAGAACTTTTCRA TGCCTTGATGTTTCTARTGGTG
341 425
[EETABGEACTCATTAAAGGTETEEATGTGRATGCECCHEGT IAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGARACARGC
GTGAATGCECCAGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGABACARGC
GTGRATGCECCAGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGABNACARGC
GTGAATGCGCCAGT, IAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGAGACAGGC
GTGRATGCECCAGT, AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACEGCGAGACAGGC
[E€TACGEACTCATTAAAGGTETCEATGTGAATGCECCAGT, IAATCCCCTACAACGTABGAAGTTCACAGCGAGACAGGC
TACGEACTCATTARAGGTITCEATGTGAATGCECCAGT! AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGAGACAGGC
[EETABGEACTCATTAAABGTETEEARGTCRATGCECCAGTEGCECCEAATCCCCTACAACGTABGAAGT TCACEGCGAGACAGGC
[EETATEEACTCATTAA BGTEGCECCIARTCCCCTACAACGTABGAAGT TCACAGCGABACAGGC
TAGGEACTCATTAAA fe CEAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGABACAGGC
[EETACGEACTCATTAA GCECCEAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGA ACAGGC
GCEBCCCAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGA cd
GCBCCEAATCCCCTACAACGTABGAAGTTCACHGCGARACARGC
GCGCCEARTCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGARACARGC
GCECCEAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGABACARGC
[EC€TACGEACTCATTAA IAATCCCCTACAACGTABGAAGTTCACAGCGARACARGC
TACGEACTCATTAAA TGCACCIAATCCCCTACAACGTABGAAGT TCACAGCGABACARGC
TAGGEACTCATTARA TGCACCEAATCCCCTACAACGTACGAAGTTCACGGCGABACARGC
[EC€TACGEACTCATTAA. TGCACCIAATCCCCTACAACGTABGAAGTTCACGGCGAGACARGC
TACGEACTCATTAAA TGCACCIAATCCCCTACAACGTABGAAGT TCACGGCGABACARGC
[EGTACGGACTCATTARAGGTEITCGACGTGAGTGCTCCIGTEGCACCIAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACGGCGARACARGC
TACGEACTCATTARAGGTEITCEATGTGAATGCECCAGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGABNACARGC
TAGGEACTCATTAAABGTETCEATGTGRATGCECCAGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGABACARGC
ABEEACTCATTAAAGGTHTEEATGTGARTGCECCHGT IAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGARACARGC
TATEEACTCATTARAGGTETCEATGTGAATGCECCEGT! AATCCCCTACAACGTATGAAGTTCACAGCGABACARGC
[EGTABEEACTCATTAAAGG T TEEARGTGAATGCECCEGT IAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGARACARGC
[ECTACGGACTCATTAAAGGTETCGATGTGAATGCECCEGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGABACARGC
TAGGEACTCATTARABGTETCEATGTGRATGCECCEGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACTGCGABRACABGC
[EGTABEEACTCATTAAAGG T TEEARGTGAATGCECCEGT IAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACTGCGARACARGC
TACGEACTCATTARAGGTITCEATGTGAATGCECCEGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACHGCGABACARGC
TABEEACTCATTAAAGGTHTTEABRGTGARTGCECCHGT IAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGARACARGC
.TA-ACTCATTAAA m TTGATGTGAATGCECCHEGT, AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGAAACABGC
CTCATTAAAGGTETEGATGTGAATGCGCCEGT AATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACEGCGABACARGC
CITA.TTACTCATTAAATGTAT-A GTGAATGCGCCEGT IAATCCCCTACAACGTATGAAGTTCACAGCGARACARGC
TCTACGGACTCATTAAAGGTTTCGATGTGAATGCGCCTGTGGCGCCTAATCCCCTACAACGTAGGAAGTTCACAGCGAAACAAGC
426 510
AGTGGBGTGC] ACEGGEATEACEGTGGGEGATATACCCGATGTETTEAGGTTCGTCGTABAATATGACART
AGTGGEGTGC ACTGGEGTGACEGTTGGEGATATACCAGATG) TABAATATGACART
IAGTGGEGTGCAAATTCTTGCECCHACEGGEGTEACEGT TG bA-TACClGATG-T.LJbl TCGTCAT ATATGACRAT
AGTGGAGTGCAAATTCTTGCCCCEACTGGEATGACEGTE . TABAATATGACART
AGTGGAGTGCAAATTCTTGCCCCTACTGGTATGACCGTC I ATATGACRAT
AGTGGAGTGCAAATTCTTGCCCCEACTGGEATGACEGTE TABAATATGACART
AGTGGAGTGCAAATTCTTGCCCCHACTGGTATEACH (,Li TABAATATGACART
AGTGGAGTGCAAATTCTTGCCCCTACTGGTATGAC .TACC.GATG-T.LJLAL GTCHT ATATGACRAT
AGTGGBGTGCAAATTCTTGCCCCHACTGGTATEACH GTIGGAGA-TACCIGATG-T.L’(:LL GTCATABAATATGACART
AGTGGEGTGCAAATTCTTGCECCEACEGGEATEACEGTEGGAGATATAC! I ATATGACRAT
AGTGGEGTGCAAATTCTTGCECCEACTGGTATEACH GTIGGAGA-TACCIGATG-T.L’(:LL GTCATABAATATGACART
AGTGGEGTGCAAATTCTTGCECCEACTGGEATGACEGTEGGEGATATAC! TABAATATGACART
AGTGGEGTGCAAATTCTTGCECCEACEGGEATEACEGT TGGAGATATAC! I ATATGACRAT
AGTGGGGTGCAAATTCTTGCECCHACCGGEATGACEGT TGGAGATATACCAGATGATCTCEGGTTIGTCATABAATATGACART
AGTGGGGTGCAAATTCTTGCECCTACTGGTATGACCGTTGGAGATATAC! I ATATGACRAT
AGTGGEGTGCAAATTCTTGCECCIACCGGTATGACEGTTGGAGATATACCAGATGATCTETGGTTEGTCATABAATATGACART
AGTGGAGTGCEAATTCTTGCCCCCACHGGEATEACTGTEGGTGAGGTAC TABAATATGACAGE
AGTGGBGTGCAAATTCTTGCECCEAC TACAATATGACAGHE
AGTGGGGTGCAAATTCTTGC] TABAATATGACAEC
AGTGGGGTGCAAATTCTTGC I ATATGACRAC
AGTGGGGTGCAAATTCTTGC] TABAATATGACART
TAGTGGEGTGCAAATTCTTGC TABAATATGACART
[CAGTGGEGTGCARATTCTTGC! I ATATGACRAT
TAGTGGEGTGCHAATTCTTGC PF'TTA(, GT TABAATATGACART
TAGTGGEGTGCAAATTCTTGC] GGTATTACEGT T ATATGACRAT
TAGTGGEGTGCTAATTCTTGC CEGGCHTTACEGT . ACCIGATG-T.L’(:LL GTCATABAATATGACART
TAGTGGEGTGCHEAATTCTTGC GGCATTACEGT! .TACCIGATG-T.L’(:LL GTCAT
EAGTGGAGTGCARATTCTTGC] T
[EAGTGGAGTGCEAATTCTTGC T
CAGTGGAGTGCAAATTCTTGC] T
TAGTGGEGTGCARATTCTTGC GGTA' T
TAGTGGEGTGCHEAATTCTTGC G.TIACTG I
TAGTGGEGTGCAAATTCTTGCECCTACCGGCATT. T
TAGTGGEGTGCARATTCTTGC CCIACIGGCITTACIG .TACCIGATG-T. TCHT

CAGTGGGGTGCAAATTCTTGCTCCTACTGGTATGACCGTCGGGGATATACCAGATGATCTCTGGTTTGTCATAAAATATGACAAT

Sekil 4.13. (devam)
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Atabey 17  (511) CCCEABGTECCGGAGTGBTAATGTACTCAGEACCTECAACACTCGATGCCEARE!

GU181399 Italya-Visne (511) GEETTECAGCCCABGGTICCGGEGTGETEETGTACTCAGEACCTTCABCACTCGATGCCTARG
GU187047 Polanya-Seftali  (511) CCCA-K TECCGGEGTG GTACTCEGEACCTTCABCACTCGATGCCTARG
Atabey 1 (511) b-u-ul TGTACTCAGTACCT CACTCGATGCCEARG,

Keciborlu 10 (511) GEETTICAGCCCE TECTGTACTCAGTACCTECAACACTCGATGCCEARG:

Génen 1 (511) -TTIC.U,L.U.UJ TGTACTCAGTACCTECAACACTCGATGCCCARG:

Senirkent 26 (511)
senirkent 2 (511)

GU066786 Polanya-Visne (511) -TTIC.Ccc-bl

GU066791 Polanya-Kiraz (511) 'TTCCAACCCGACGT
GU066798 Almanya-Seftali (511) GECTT!
GU066793 Italya-Kiraz (511) clelel TGTACTCAGEACCTECAACACTCGATGCCTABGA!
GU066792 ABD-Kiraz (511) CACTCGATGCCEARGA
GU066796 Israil-Kiraz (511) AGTA CACTCGATGCCCARGA!
GU066795 Italya-Badem (511) CAGCCCABCGT TGTACTCAGTACCTECAACACTCGATGCCCARGAL
Merkez 1  (511) CAGCCCAACGT CACTCGATGCCEARGA!
GU181400 Polanya-Kiraz (511) \ACCCEGEGTACCGG! CACTCGATGCCTARG.
Yalvac 3 (511) [ACCCEGEGTACCGE! TECTGTACTCAGTACCTACAACACTCGATGCCTARG:
Merkez 4  (511) CCCEGTGTACCGGEGTGETECTGTACT CAGEACCTA(
Senirkent 108 (511) {ACCCEGTGTACCGG! TECTGTACTCAGTACCTA(
sarkikaraaga¢ 15 (511) CCCEABGTACCG TECTGTACTCAGTACCTACABACACTCGATGCCEARGA.
GU181404 Italya-Visne (511) AGCCCGACGTECCGC TECTGTACTCAGTACCTECAACACTCGATGCCEARGAL
GU181405 Polanya-Visne (511) THEC| CCGC
Keciborlu 7  (511)
Génen 9  (511) c AGATCCCTGACTCAG
Gelendost 1 (511) GAGATCCCTGACTCTT
Kegiborlu 8 (511) GTC"I‘.TTGTACTC-ACCT GAGATCCCTGACTC]
Merkez 27 (511) TGTACTCEGEACCTECAACACTCGATGCCEARG: AGATCCCTGACTCAG
Senirkent 150 (511) \.1. TGTACTCEGEACCT| CACTCGATGCCEARG!
sarkikaragac 12  (511) GTACTCEGEACCT CACTCGATGCCCARG.
Uluborlu 79  (511)
Uluborlu 79 (511)

Senirkent 119 (511) TTECAGCCCEGEGTCCCGE! GTC"I‘.TTGTACTC-ACCT AACACTCGATGCCCARGA
Uluborlu 30  (511) @TETTECTECCCEACGTECCGGEGTGETEITTGTACTCTTCACCTECTTCACTCGATGCCEARG!
Consensus  (511) GCTTTTCAGCCCGACGTTCCGGTGTGGTTCTGTACTCAGTACCTCCAACACTCGATGCCCAAGAGAGTCGAGATCCCTGATTCAG
596 657

Atabey 17  (596) EGGEATACTC!
GU181399 Italya-Visne (596)
GU187047 Polanya-Seftali (596) ATACGCTGAA
Atabey 1 (596)
Kegiborlu 10 (596)
Génen 1  (596)
Senirkent 26 (596)
senirkent 2 (596)
GU066786 Polanya-Visne (596)
GU066791 Polanya-Kiraz (596)
GU066798 Almanya-Seftali (596)
GU066793 Italya-Kiraz (596)

GU066792 ABD-Kiraz (596) ATACGCTGAA( ACTGCCCTTATGGAT _A_
GU066796 Israil-Kiraz (596) GAACGGGACACTGCCCTTTTGGATGCGATGGATAAAAT AGTCAGTGGATGA
GU066795 Italya-Badem (596) G-C-ACAIT.C.T-GIG_A_TGA
Merkez 1 (596)
GU181400 Polanya-Kiraz (596)
Yalvag 3 (596)
Merkez 4 (596)
Senirkent 108 (596)
Sarkikaraaga¢c 15 (596)
GU181404 Italya-Visne (596)
GU181405 Polanya-Visne (596)
Keciborlu 7 (596)
Goénen 9 (596)
Gelendost 1 (596)
Keciborlu 8 (596)
Merkez 27  (596)
Senirkent 150 (596)
Sarkikaragag¢ 12 (596)

Uluborlu 79  (596)
Uluborlu 79 (596) G
Senirkent 119 (596) CCAGGA!

Uluborlu 30 (596) EGTFTATACG GCBEGA!
Consensus  (596) TGTTATACGCTGAACGGGATACCGCTCTCATGGATGCAATGGATAAAATAGTCAGTGGATGA

Sekil 4.13.(devam)
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4.7.2. Amino asit dizi analizi

4.7.2.1. Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) amino asit dizi analizi

Isparta ilinin farkli kiraz bahgelerinden alinan ACLSV izolatlarinin kilif protein
genlerinin amino asit dizilimleri kendi aralarinda karsilastirilmistir. izolatlarin kilif
proteinleri arasinda %98 ile %100 arasinda degisen oranlarda benzerlik oldugu tespit
edilmistir. Arastirmada kullanilan tiim Isparta ACLSV izolatlarin birbirleriyle
gosterdikleri aminoasit dizi benzerlikleri Cizelge 4.9°da verilmistir. En ¢ok benzerlik
%100’lik oranla Egirdir izolatlariin kendi aralarinda olusturdugu belirlenmistir.
Ayrica sirastyla Atabey 39 ve Senirkent izolatlart kendi aralarinda ve Egirdir
izolatlariyla %100 benzerlik gostererek en ¢ok korunmus izolatlar olarak

belirlenmistir.

Kilif protein geni amino asit dizi karsilastirmasina gore tiim izolatlar icerisinde en az
benzerligin %98 oranla Uluborlu 30 izolat ile diger izolatlar arasinda meydana

geldigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Isparta ili‘ne ait kiraz bahgelerinden toplanan ACLSV izolatlarinin
amino asit dizilerinin benzerlik oranlar

Egirdir | Egirdir | Egirdir {Keg¢iborlu|Uluborlu | Senirkent
11-2 11-5 11-7 10 30 2
Atabey 39 100 100 100 99 98 100
Egirdir 11-2 100 100 99 98 100
Egirdir 11-5 100 99 98 100
Egirdir 11-7 99 98 100
Kegiborlu 10 99 99
Uluborlu 30 98

Diinyanin farkli sert ve yumusak c¢ekirdekli meyve iiretim bolgelerinden elde edilen
ve gen bankasi veri tabanlarinda kilif protein gen dizilimi bulunan 18 farkli izolatin
kilif protein genlerinin amino asit dizilimleri alinarak Isparta ili‘nin farkli kiraz
bahgelerinden alman ACLSV izolatlarimin kilif protein genlerinin amino asit

dizilimiyle karsilastirilmigtir. Bu karsilastirmalar sonucunda Isparta ilinde bulunan

78



ACLSV izolatlarinin diger uluslararasi izolatlarla benzerlik oranlart amino asit
diizeyinde de belirlenmistir. Isparta ili ACLSV izolatlarinin diinya izolatlariyla %88
ile %100 arasinda degisen oranda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu arastirmada
kullanilan 7 ACLSV izolatinin amino asit dizilimleri ile bunlarin uluslararasi
izolatlar ile benzerlik oranlari1 Cizelge 4.10°da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
Isparta ili ACLSV izolatlarinin amino asit dizilimi bakimindan en fazla Yunanistan
ve Bulgaristan izolatlarmin kilif protein genleriyle benzerlik gosterdikleri tespit
edilmistir. Egirdir izolatlar1 ile Atabey 39 ve Senirkent 2 izolatlar1 DQ329160
Bulgaristan kiraz izolatiyla ayrica Atabey 39 ve Senirkent 2 izolatlart FN391006
Yunanistan kiraz izolatlariyla %100 benzerlik gostermistir. Egirdir izolatlari, Atabey
39, Senirkent 2 ve Kegiborlu 10 izolatlar1 AM498044 Hindistan kiraz ve FJ952171
Ukrayna elma izolatlariyla %99’luk oranla en fazla ikinci benzerligi gostermistir.
Isparta iline ait ACLSV izolatlarinin amino asit dizilimi bakimidan genel olarak
Italya izolatlarmin kilif protein genleriyle farklilik gdstermistir. Buna gore AJ586628
Italya badem izolatt %88°lik oranla Uluborlu 30 izolatiyla en az benzerligi

gostermistir. Elde edilen ¢oklu dizi karsilagtirmalar Sekil 4.14¢de verilmistir.
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Cizelge 4.10. Isparta ili ACLSV izolatlar ile diinyadaki bazi ACLSV izolatlarinin kilif protein genlerinin amino asit dizilimlerinin

karsilastirilmast
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AJ586628 Italya-Badem
DQ329161 Bulgaristan-Seftali
DQ329162 Bulgaristan-Elma
FJ952167 Turkiye-Elma
FJ952168 Cek Cumh.-Elma

FN386788 Yunanistan-Armut
AJ586629 Ispanya-Kayisi
AJ586630 Italya-Kayisi
AJ586644 Italya-Seftali
AJ586649 Libnan-Seftali
GQ334208 Cin-Armut
FJ608984 Cin-Armut
AM498044 Hindistan-Kiraz
FJ952171 Ukranya-Elma
DQ329160 Bulgaristan-Kiraz
Egirdir 11-2

Egirdir 11-5

Egirdir 11-7
FN391006 Yunanistan-Kiraz

Keciborlu 10

Uluborlu 30
FJ952174 Sirbistan-Elma
GQ334192 Kanada-Elma

Atabey 39
Senirkent 2
Consensus

AJ586628 Italya-Badem
DQ329161 Bulgaristan-Seftali
DQ329162 Bulgaristan-Elma
FJ952167 Turkiye-Elma
FJ952168 Cek Cumh.-Elma

FN386788 Yunanistan-Armut
AJ586629 Ispanya-Kayisi
AJ586630 Italya-Kayisi
AJ586644 Italya-Seftali
AJ586649 Liibnan-Seftali
GQ334208 Cin-Armut
FJ608984 Cin-Armut
AM498044 Hindistan-Kiraz
FJ952171 Ukranya-Elma
DQ329160 Bulgaristan-Kiraz
Egirdir 11-2

Egirdir 11-5

Egirdir 11-7
FN391006 Yunanistan-Kiraz

Keciborlu 10

Uluborlu 30
FJ952174 Sirbistan-Elma
GQ334192 Kanada-Elma

Atabey 39
Senirkent 2
Consensus

(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)
(1)

(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)
(73)

72
SEQTEFLNEVVEVESMEBORVEGSENLREVVNMIKAFRTTSSDPNI S SMTERQECEAFAPEARNGLVKLKYN
SEQTEFLDEVVEVKSMEDOKVIGSENLKEVVNMIKAFKTTSSDPNISNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTIE‘L.VVEVISMEGQIVIGSINLIE'V-IKAFITTSIGPNISIMTIRQICEAFAPEARNGLVKLKYI
SEQTEFLDEVVEVESMEDORVIGSENLREVVNHEIKAFKTTSSDPN I SNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEVVEVKSMEDOKVIGSENLKEVVNMIKAFKTTSSDPNISSMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEVVEVESMEDORVIGSENLREVVNEIKAFKTTSSDPNI SGMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEVVEVESMEDQTVHEGSENLEEVVNL I KAFKTTSSDPN INNMT LROVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEAVEVKSMEDOKVIGSENLKEVVNMIKAFKTTSSDPNISSMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEMVEVESMEEORVIGSENLEKETVNEIKAFKTTSSDPNINDMTERQECEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEMVEVESMEDORVIGSENLKEEVNHMIKAFKTTSSDPN INNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEMVEVKSMEDOKVIGSENLKE TVNMIKAFKTTSSDPNINNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDEMVEVRSMEDOKVIGSENLKE TVNMIKAFRTTSSDPNISNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDVTVEVESMEDORVEGSENLKEVVGLIKIFKTTSSDPN INNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDVTVEVKSMEDOKVIGSENLREVVSLIKIFKTTSSDPNINNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTIFL.TVEV.SMEIQ.VIGS.NLIE.VSIIKIFITTS.PNI.MTIRQICEAFAPEARNGLVKLKYI
SEQTEFLDVTVEVESMEDORVEGSENLKEVV. KTTSSDPNINNMTEROVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTIFL.TVEV.SMEIQ.VIGS.NLIE.VSIIKIF TTSSDPNINNMTEROVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTIFL.TVEV.SMEIQ.VIGS.NLIE.VSIIKIFITTS.PNI.MTIRQICEAFAPEARNGLVKLKYI
SEQTEFLDVTVEVESMEDORVEGSENLKEVVSLIKIFRTTSSDPN INNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDVTVEVKSMEDOKVIGSENLKEVVSLIKIFKTTSSDPNINNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTBFLDVTVEVKSMEDOKVIGSENLKEVVSLIKIFKTTSSDPNINNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDVTVEVESMEDORVEIGSENLKEVVNL IKIFKTTSLDPNINNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDVLVEVESMEDORVEIGSENLREVVNL IKIFRTTSSDPN I SNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDVTVEVKSMEDOKVIGSENLKEVVSLIKIFKTTSSDPNINNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDVTVEVESMEDORVEGSENLKEVVSLIKIFRTTSSDPN INNMTERQVCEAFAPEARNGLVKLKYR
SEQTEFLDV VEVKSMEDQKVIGSFNLKEVVNLIKIFKTTSSDPNINNMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYK
73 143
GVFTNLFATMPEVGEKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQORVEENMNRRLLOTEFARSENEARES SVSTDLCE
GVE‘TNLE'TMPEVGSKYPELME‘DE‘NKGLNME‘IMNKAQQ.V.NMNRILLQTEFA.SEIEA-S-TDLCI
GVFTNLEJITMPEVGSKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQORVERNMNRRLLOTEFAKS
GVFTNLEJJTMPEVGSKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQORVETNMNRRLLQTEFARSENEAKEP
GVFTNLEJJTMPEVGSKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQORVETNMNRRLLOTEFARSE IEAKES SVETDLCE
GVFTNLF@TMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF IMNKAQOKVETNMNRRLLOTEFAKSENEAKIES.
GVFTNLEJTMPEVGSKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQQEVEENMNRRLLQTEFAKS
GVFTNLEJJTMPEVGSKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQORVETNMNRRLLOTEFARSENEARES SVBTDLCE
GVFTNLEITMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMFIMNKAQQIV.NMNRILLQTEFAISEIEA-S.TDLCI
GVFTNLF@TMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF IMNKAQOKVETNMNRRLLOTEFAKSENEAKIES.
GVFTNLEJTMPEVGSKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQORVEENMNRRLLOTEFARSENEAKES!
GVFTNLEITMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMFIMNKAQQIV.NMNRILLQTEFAISEIEA-S.TDLCI

GVFTNLFETMPEVGEKY PELMFDFNKGLNME TMNKAQORVIENMNRRLLOTEFARSENEARMS SV TDLCE
GVFTNLFSTMPEVGGKY PELMFDFNKGLNMF IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI

Sekil 4.14. ACLSV kilif protein genlerinin amino asit dizimlerine ait ¢oklu dizi

karsilastirmasi
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4.7.2.2. Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) amino asit dizi analizi

Isparta ilinin farkli kiraz bahgelerinden alinan PNRSV izolatlarinin kilif protein
genlerinin amino asit dizilimleri kendi aralarinda karsilastirilmistir. Izolatlarin kilif
proteinleri arasinda %94 ile %100 arasinda degisen oranlarda benzerlik oldugu tespit
edilmistir. Arastirmada kullanilan Isparta PNRSV izolatlarin birbirleriyle
gosterdikleri aminoasit dizi benzerlikleri Cizelge 4.11‘de verilmistir. En ¢ok
benzerlik %100’lik oranla Senirkent 47 ile Senirkent 48 izolatlar1 arasinda
belirlenmigtir. Kilif protein geni amino asit dizi karsilastirmasina goére en az
benzerligin tiim izolatlar icerisinde %94 oranla Merkez 18 ile Egirdir 03 izolatlar

arasinda meydana geldigi belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Isparta ili‘ne ait kiraz bahgelerinden toplanan PNRSYV izolatlarinin
amino asit dizilerinin benzerlik oranlari

Senirkent | Senirkent | Egirdir | Uluborlu
47 48 03 73
Merkez 18 96 96 94 96
Senirkent 47 100 97 98
Senirkent 48 97 98
Egirdir O3 99

Diinyanin ve {ilkemizin farkli sert ve yumusak ¢ekirdekli meyve  iiretim
bolgelerinden elde edilen ve gen bankasi veri tabanlarinda kilif protein gen dizilimi
bulunan 23 farkli izolatin kilif protein genlerinin amino asit dizilimleri alinarak
Isparta ili‘nin farkli kiraz bahgelerinden alinan PNRSV izolatlarinin kilif protein
genlerinin amino asit dizilimiyle karsilagtirllmistir. Bu karsilagtirmalar sonucunda
Isparta ili‘ nde bulunan PNRSV izolatlarinin diger uluslararasi ve iilkemiz
izolatlariyla benzerlik oranlari amino asit diizeyinde de belirlenmistir. Yapilan
kargilastirmalar sonucunda Isparta ili PNRSV izolatlarinin diinya ve iilkemiz
izolatlartyla %89 ile %100 arasinda degisen oranda benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir. Bu arastirmada kullanilan 5 PNRSV izolatinin amino asit dizilimleri
ile bunlarin uluslararasi izolatlar ile benzerlik oranlar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Merkez 18 izolati AJ133206 Tunus seftali ve DQ983494 Polanya kiraz izolat1 ile
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%100 oranla en fazla benzerlik gosterten izolat olmustur. Senirkent 48 ve Senirkent
47 izolatlar1 DQ983491 Polanya kiraz, AF170166 Cekoslovakya vishe, FJ231736
ABD kiraz, AF170163 Ceckoslovakya visne, AF170165 Cekoslovakya kiraz ve
EF565251 Sili kiraz izolatlar ile %99 ile en fazla ikinci benzerlik gosteren izolatlar
olmustur. Senirkent 48, Senirkent 47 ve Egirdir 03 izolat1 amino asit dizilimi
bakimmdan AJ133210 italya kiraz izolat1 ile %89 oranla en az benzerligi

gostermistir. Elde edilen ¢oklu dizi karsilastirmalari Sekil 4.15°de verilmistir.
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Senirkent 48

Uluborlu 73

Senirkent 47

Egirdir 03

Merkez 18

AJ133206 Tunus-Seftali
AF170157 Cekoslovakya-Kiraz
AJ133210 Italya-Kiraz
DQ983494 Polanya-Kiraz
FJ231737 ABD-Visne
EF519309 Turkiye-Erik
EF519310 Turkiye-Visne
AJ133209 Italya-Kiraz
AJ133203 Italya-Kiraz
AJ133208 Ispanya-Nektarin
EF519307 Tilirkiye-Seftali
DQ983491 Polanya-Kiraz
EF519306 Tilirkiye-Seftali
EF519308 Tiirkiye-Seftali
EU368738 Macaristan-Visne
AF170166 Cekoslovakya-Visne
FJ231736 ABD-Kiraz

FR773524 Hindistan-Kiraz
EF519311 Tiarkiye-Seftali
AF170163 Cekoslovakya-Visne
AF170165 Cekoslovakya-Kiraz
EF565251 Sili-Kiraz
HQ833193 Cin-Kiraz
Consensus
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PNRASSGTGPVVRPQPVVK TEWTVRGPNVPBR I PKGEVAHNHREVETEEAVKEL SEDFTTTHPQLMGONLTLLTY
PNRVSSGTGPVVRPQPVVKTEWTVRGPNVPBR I PKGEVAHNHREVETEEAVKYLSEDFTTTFPQLMGONLTLLTY
PIRIS_RPIPVIK RGPNVBBRIPKGEVAHNHREVETIEAV
PNRVSSGTGPVVRPQPVVK RGPNVPPRIPKGEVA VETEERV]
PNRVSSGVEPAERPQPVVKTEWTVRGPNVPBR I PKGEVAHNHREVETEEAVKYLSEDFTTTHPQLMGONLTLLTY
PNRVSSGVGPAERPQPVV] RGPNVPPRIPKGEVAHNHREVETTEAV!
PNRVSSGVGPAERPQPVV! RGPNVPBRI PKGEVAHNHREVETTEAV! )20}
PVRVSNVVEGPVVRPKPVVKTEWTERGPNVPBRI PKGEVAHSHREVETEEAVKYLSEDF TTTFPOLMGONLTLLTH
PlRVS.V.AIRPlPV.KT-TIRGPNV-RIPKG.VAHIHREV.TIE.VKILSIDFTTTIPQLMGQILTLLTI
RGPNVPPRIPKGEVA RE
RGPNVPPRIPKGEVA

VRGPNVPPRIPKGEVAHSHREVT

AVRPQPVVKTNWTERGPNVBSRI PKGEVAHSHREVE Q
PlR.S-L.RPlPVlKT-TIRGPNV-RI PKG.VAHIHREV.TIE.VKILSIDFTTTIPQLMGQILTLLTI
PlR.S-L.RPlPVlKT-TIRGPNV-RI PKG.VAHIHREV.TIE.VKILSIDFTTTIPQLMGQILTLLTI
PNRASSGTGPVVRPQ RGPNVPPRIPKGEVAHNHREV'

PQ v| RGPNVSBRIPKGEVA! A% |v
PNRASSGTGPVVRPQPVVKTTWTVRGPNVPPRI PKGEVAHNHREVMTTEAVKYLSIDFTTTLPQLMGONLTLLTY
PNRASSGTGPVVRPQPVVK RGPNVPPRIPKGEVA
PNRASSETGRVYR PQPVYKTIWIVRCPNVEER 1 PKCEVAHNHREVITAEAY 0
PNRASSGTGPVVRPQPVVKTTWTVRGPNVPPRI PKG.VAHIHREV.TIE.VKILSIDFTTTIPQLMGQILTLLTI
PNRASSGTGPVVRPQPVVKTTIRTVRGPNVPPRI PKG'VAHDHREVITIE'VKILSIDFTTTIPQLMGQILTLLTI
PNRVSSGTGPVVRPQPVVKTTWTVRGPNVPPRI PKGEVAHNHREVETTEAV]

PNRASSETGRYYR FQPVYKTIWTVRCPNVEER 1 PKCEVAHNHREYITIEAY
PNRASSGTGPVVRPQPVVKTTWTVRGPNVPPRI PKG'VAHIHREVITIE'VKILSIDFTTTIPQLMGQILTLLTI

PNRASSGTGPVVRPQPVVK RGPNVPPRIPKGEVA POLMGONLTLL!
RASSGTGPVVRPQPVAKTTWTVRGPNVRPBRT PKG.VAHIHREV.TIE.VKILSIDFTTTIPQLMGQDLTLLTI

PNRASSGTGPVVRPQPVVKTTWTVRGPNVPPRI PKGFVAHNHREVTTTEAVKYLSIDFTTTLPQLMGONLTLLTV
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IVRMNSMS SNGIWIGMVEDYKVEQPNGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPNGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPVGAR

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPNGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPEGAR

IVRMNSMS SNGIWIGMVEDYKVEQPNGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPVGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVBOPBGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPEGAR

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVBOPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSTSSNGWIGMVEDYKVBRPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

INRMNSMSSNGWIGEVEDYRVINPEGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHREVIEFKTEVPAGAK

INRMNSMSSNGWIGMVEDYRVBOPBGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVBOPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVBQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVBOPBGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVEQPNGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVEQPVGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPBGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVAQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVAQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPNGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPBGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVMRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAR

IVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRUVIEFKTEVPAGAK

IVRMNSMSSNGWIGMVEDYRVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRYVIEFKTEVPAGAK

TVRMNSMS SNGWIGMVEDYKVEQPDGPNALSRKGFLKDQPRGWQFEPPSDLDFDTFARTHRVVIEFKTEVPAGAK
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VLVRDLYVVVSDEPREQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDPRAQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPR¥QIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRWQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRVQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRVQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRYQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDEPRYQIPTDVLLVDEDLL

VLVRDLYVVVSDLPRVQIPTDVLLVDEDLL

Sekil 4.15. PNRSV kilif protein genlerinin amino asit dizimlerine ait ¢oklu dizi

karsilastirmasi
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4.7.2.3. Prune dwarf virus (PDV) amino asit dizi analizi

Isparta ili‘nde kiraz iiretiminin yaygin olarak yapildig1 kiraz bahgelerinden alinan
PDV izolatlarinin kilif protein genlerinin amino asit dizilimleri kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, izolatlarin kilif proteinleri arasinda %79-100 arasinda degisen
oranlarda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. En ¢ok benzerlik %100°‘lik oranla
Gonen 1, Kegiborlu 10 ve Senirkent 26 izolatinin birbirleriyle ve Merkez 27 ile
Senirkent 150 izolat1 arasinda oldugu belirlenmistir. Kilif protein geni amino asit dizi
karsilastirmasina gore tiim izolatlar arasinda en ¢ok farklilik gosteren ise Atabey 17
ile Uluborlu 30 izolat1 arasinda oldugu belirlenmistir. Farklilik %79 oranin da
meydana gelmistir. Caligmada kullanilan Isparta PDV izolatlarin birbirleriyle

gosterdikleri amino asit dizi benzerlikleri Cizelge 4.13“de verilmistir
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Cizelge 4.13.

Isparta ili‘ne ait kiraz bahgelerinden toplanan PDV izolatlarinin amino asit dizilerinin benzerlik oranlari

o o

[o0] O Q &

=8| « S| &|2|8|=|3 ~ el |85

- - T O I g 2 s | 2| 8| | 2T s | Y| g g

b=} Q [} o N [ < S = o) (] ) N = N (] <

5 2 = = [ s 2 = 5 c S 2 = 5 2 g S i) = 3

Els|ls|s | 8|33 |5 |2 |3 |2 |58|5|2|%5|8|2|3|%]|¢z

o) Y & & < > = b A Q =) M o S M = 5 S o A

Atalbey 98 | 98 | 98 | 96 | 87 | 88 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 87 | 8 | 8 | 92 | 93 | 94 | 94 | 94 | 94

Géfen 200 | 100 | 98 | 8 | 88 | 87 | 89 | 90 | 90 | 8 | 88 | 8 | 90 | 93 | 94 | 95 | 95 | 95 | 96

Ke@i%‘)““ 00 | 98 | 8 | 88 | 87 | 89 | 9 | 9 | 8 | 88 | 8 | 90 | 93 | 94 | 95 | 95 | 95 | 96

Se”%‘em 97 | 86 | 88 | 87 | 89 | 8 | 89 | 8 | 88 | 88 | 89 | 92 | 94 | 95 | 94 | 94 | 95
Senirkent

D) 84 | 87 | 86 | 88 | 88 | 88 | 84 | 86 | 87 | 88 | 90 | 93 | 93 | 93 | 93 | 94

Atigey 82 | 82 | 8 | 8 | 8 | 79 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 8 | 89

Yalvag 3 9 | 94 | 94 | 84 | 82 | 83 | 84 | 85 | 88 | 89 | 89 | 89 | 89 | 90

Mezkel 95 | 90 | 83 | 81 | 82 | 84 | 83 | 86 | 88 | 88 | 88 | 88 | 88

Se'l'(;'gent 93 | 87 | 83 | 85 | 86 | 87 | 89 | 92 | 91 | 91 | 91 | 92

Sar|<l'|5<ara- 88 | 84 | 8 | 86 | 8 | 91 | 92 | 93 | 93 | 93 | 93

Gele;ldost 9 | 92 | 91 | 89 | 91 | 91 | 93 | 93 | 93 | 93

Uluggrlu 88 | 88 | 87 | 88 | 88 | 89 | 89 | 89 | 89

Keeigorlu 89 | 86 | 90 | 89 | 91 | 91 | 91 | 91
Senirkent

ik 87 | 89 | 89 | 90 | 90 | 90 | 91




Cizelge 4.13. (devam)
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Diinyanin ve iilkemizin farkli sert ¢ekirdekli meyve {iiretim bdlgelerinden elde edilen
ve gen bankasi veri tabanlarinda kilif protein gen dizilimi bulunan 12 farkli izolatin
kilif protein genlerinin amino asit dizilimleri alinarak Isparta ili‘nin farkli kiraz
bahgelerinden alinan PDV izolatlarinin kilif protein genlerinin amino asit dizilimiyle
karsilagtirilmistir. Elde edilen ¢oklu dizi karsilastirmalar: Sekil 4.16°da verilmistir.
Bu karsilagtirmalar sonucunda Isparta ili‘nde bulunan PDV izolatlarinin diger
uluslararas1 ve iilkemiz izolatlariyla benzerlik oranlari amino asit diizeyinde de
belirlenmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda Isparta ili PDV izolatlarinin diinya
ve tilkemiz izolatlartyla %82 ile %99 arasinda degisen oranda benzerlik gosterdikleri
belirlenmistir. Bu arastirmada kullanilan 22 PDV izolatinin amino asit dizilimleri ile
bunlarin uluslararas: izolatlar ile benzerlik oranlar1 Cizelge 4.14‘de verilmistir.
Merkez 1, Uluborlu 79 ve Sarkikaraagag 12 izolati GU066795 Italya badem ile
ayrica Uluborlu 79, Sarkikaraagag 12 GU181404 Italya visne ile ve Sarkikaraagag
12, GU181405 Polanya vishe izolatlar1 ile %99 oranla en fazla benzerlik gosterten
izolatlar olmustur. Merkez 1, GU181404 italya visne ile, Merkez 27 ve Senirkent
150 izolatlar1 GU181404 italya visne, GU066795 italya badem, GU181405 Polanya
vishe ile ve Sarkikaraagag 12, GU066786 Polanya visne izolatlar1 ile %98 ile en
fazla ikinci benzerlik gosteren izolatlar olmustur. Atabey 17, izolati amino asit
dizilimi bakimimdan GU181400 Polanya kiraz ile %82 oranla en az benzerligi

gostermistir.
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Cizelge 4.14. Isparta ili PDV izolatlar1 ile diinyadaki baz1 PDV izolatlarinin kilif protein genlerinin amino asit dizilimlerinin karsilagtirilmasi
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Atabey 1 ARK INSTTPBVGEVKRQSBGGS SKSVEERMLHGPNUSVRSFSGMISRTENLTVNS TASGVY YIMK

Génen 1 VGEVKKQSPGGS SKSVSEWMLHGPNVSVKSFSGMISRTENLTVNSTASGVY YIMK
Keciborlu 10 ARKINSTTPBVGEVKKQSPGGS SKSVSEWMLHGPNYSVKSFSGMISRTENLTVNS TASGVY YIMK
Senirkent 26 OSE, GGSSKSVSERMLEGPNVS VRSFSGMISRTENLTVNS TASGVY YEMK
Senirkent 2 OSE VGEVKKQSPGGS SKSVSEWMLHGPNVSVKSFSGMISRTENLTVNSTASGVY YIMK

Atabey 17 ARKNNNTTPPAGEVKKOFPGGSSKS I SEWMLHGPNVPVKSFSGMISRTENLTVNSTASGVY YIMK

GU066793 Italya-Kiraz A OSE RK.N_K.Q-GGSS.I_LHGPN.V.F.GMVSRTENLT STAPGVYYATK
GU181400 Polanya-Kiraz A VEPPAGEVKKOTBGGSS] TENLTVNSTASGVY YEMK
Yalvac 3 .} [VEPPAGEVKKOFPGGSS TASGVYYIMK

Merkez 4 STASGVYYIMK

Senirkent 108 &, HGPNVEBVKSE TGMISRTENLTVNSTASGVY YEMK

Sarkikaraagac 15
Gelendost 1
Uluborlu 30
Keciborlu 8

Senirkent 119

Génen 9

Kegiborlu 7
GU066792 ABD-Kiraz
GU066796 Israil-Kiraz
Merkez 1

VEPPAGEVKKOEE T) HGPNVEVKSFEGMVSRTENLTVNSTASGVY YIMK
VEPEVSEVKKOFPGGS SKSVSECMLEGPNVPVKSFPGMISRTENLTVKSTASGVY YIMK
VIEPE KKOFE LHGPNVBVKSFPGMISRTENLTVKSTASGVY YEMK
GAVGIDKKOFPGGS SKSVSEWMLHEGPNVBVKSF PGMESRTENLTVKSTASGVY YIMK
VEPEVGEVKKOFPGGS SKSVSEWMLHGPNVPVKSFPGMISRTENLTVKSTASGVY YIMK
SRTENLTVNSTASGVYYIMK
RTENLTVNSTASGVY YEMK
INNTTPPAGEVKKOFPGGSSKS ISEWMLHGPNVSVKSFSGMISRTENLTVNSTAL
[NNTTPPAGEVKK! HGPNWSVKSFPGMISRTENLTVNST

OFP
NNTTPPAGEVKKOFPGGS SKS 1 SEWMLEGPNVEVESE] TENL

G

O
5l
o

3

]

]

]

BbbEEbREEgEE

GU066795 Italya-Badem INNTTPPAGEVKKOFEGGS SKSVSEWMLHEGPNVEVKSF TENL
GU181399 Italya-Visne Al [NNTTPPAGEVKROFPGGSSKS ISEWMLHGPNLE!
GU187047 Polanya-Seftali A
GU181404 Ttalya-Visne INTTPPAGFVKK TENL
GU066786 Polanya-Visne Al INNTTPPAGEVKKOFPGGSSKS I SEWMLHGPNVPVKSE TENL
GU066791 Polanya-Kiraz INNTTPPAGEVKKOFEGGS SMS I FEWMLHEGPNVEVKSF TENL
GU066798 Almanya-Seftali Al INNTTPPAGEVKKOFPGGSSKS ISEWMLHGPNVEVKSE TENL
GU181405 Polanya-Visne OREA _KlQ.GGSS.V-LHGPN.V-“‘ TENL
Uluborlu 79 OSE. GGSS| LHGP T TENL
Merkez 27 MSGKATKPGK OSEA NIT_KlQ.GGSS.V-LHGPN.V-“‘ TENL
Senirkent 150 MSGKATKPG OSE. INN I TPPAGEVKKOFRGGS SKSVSEWMLHGPNVEVKSF TENL
Sarkikaraagac 12 MSGKATKSGK Al KKOFBGGS SKSVSEWMLHGPNVEVKSE! TENL
Consensus MSGKATKSGKPTTRSQSFALARKNNNTTPPAGFVKKQFPGGSSKS SEWMLHGPNVPVKSFSGMISRTENLTVNSTASGVYYTMK

Atabey 1 (86) IREBEKDESVBTKVYGIVFRYCLDVSNGWYELIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTARQASGVEILAPTG]
Génen 1 (86) IRELEKDESADTKVYGIVFRYCLDV: L TKGEDVNAPVAPNPLORRKFTARQASGVQTLAPTG]
Keciborlu 10 (86) IR-K-TKVYGIVFRYCLDVS.Y.LIK-VIAPVAPNPLQRIKFTARQASG ILAPTG]
Senirkent 26 (86) IRELEKDESADTKVYGIVFRYCLDVSNGVYBLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTARQASGVEILAPTG]

Senirkent 2 (86) IRIYII'CEITKVYGIVFRYCLDV YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTARQASGVQILAPTG
Atabey 17 (86) WREBIKDESVBTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAROASGVRILAPTGMTVGBEPDVFREVVEYD]

GU066793 Italya-Kiraz  (86) VRELEKDETVDTKVYGIVFRYCLDVSYGWYGLIKGENVSAPVAPNPLORRKFTAKQOASGVQILAPTGMTVGDEPDPERFVEKYD]

GU181400 Polanya-Kiraz (86) LRDLEKDLABDTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVSAPVAPNPLORRKFTAKOASGVQILAPTGMTVGEVPDDEWEVIKYD

Yalvac 3 (86) LRDEEKDEAVBTKVYGIVFRYCLDV. YBLIKGEDVGAPVAPNPLORTKFTAROASGVEILAPTGMTVGEVPDDEREVEQYD

Merkez 4 (86) LRDEEKEEAGDTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVSAPVAPNPLORRKFTARQASGVQILAPTGMTVGEVPDPEWEVIRYD]
Senirkent 108 (86) LRDEEKDEABDTKVYGIVFRYCLDV. YGLIKGEDVSAPVAPNPLORRKETAROASGVQILAPTGHMTVGEVPDDEWEVERY D
Sarkikaraagag 15 (86) WRDEEKDESVDTKVYGIVFRYCLDV: YGLIKGEDVSAPVAPNPLORRKFTAKOASGVQILAPTGMTVGEVPDDEWFVEKY D

Gelendost 1 (86) WREBEKDESADTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTARQASGVLILAPTGI TVGHEPDDEWEVERY D
Uluborlu 30 (86) VRELEKGESAYTKVYGIVFRYCLDVSENAYLLIKCIBVNAPVAPNPLORMKFTAROASGV@ILAPTGITVGDEPDDEWEVIRYD
Keciborlu 8 (86) VRELEKDESADTKVYGIVFRYCLDV: YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAKOASGVQILAPTGITVGDE PDDLWFVIKF D]
Senirkent 119 (86) WREBEKDESADTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAROASGVRILAPTGI TVGDEPDDEWE VERY D
Goénen 9 (86) WRDEEKDESADTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORMKFTAKQASGVQILAPTGITVGDEPDDLWEVIKY D]
Keciborlu 7 (86) YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKETAKOASGVQILAPTGITVGDEPDDEWEVEIKY D
GU066792 ABD-Kiraz  (86) VRELEKDE YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKETAROASGVQILAPTGHTVGDE PDDEWE VERY D
GU066796 Israil-Kiraz  (86) R-I'T.TKVYGIVFRYCLDVS-YILH_VIAPVAPNPLQR KFTAKQASGVQILAPTGMTVGDIPDDLWFVIKYD
Merkez 1 (86) YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAKOASGVQILAPTGHMTVGDEPDDEWE VEIKY D
GU066795 Italya-Badem  (86) YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAKOASGVQILAPTGMTVGDE PDDLWFVIKY D
GU181399 Italya-Visne  (86) IREBEKDESADTKVYGIVFRYCLDVSNGWYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAROASGVOILAPTGVTVGDEPDDEW:VERYD
GU187047 Polanya-Seftali (86) YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAROASGVEILAPTGYTVGDEPDDEWE VERY D
GU181404 Italya-Visne  (86) VRELEKDESAD LIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAKQASGVQILAPTGMTVGDI PDDEWFVIKY D)
GU066786 Polanya-Visne  (86) MREDEXKDEARDTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKEFTAKOASGVOILAPTGMTVGDE PDDEWEVIKYD)
GU066791 Polanya-Kiraz  (86) KFTAKQASGVQI LAPTGMTVGDEPDDLWFVIKYD
GU066798 Almanya-Seftali (86) KETAKOASGVQILAPTGMTVGDI PDDLWEVIKY D)
GU181405 Polanya-Visne  (86) MREBEXDEABRDTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAKOASGVEILAPTGMTVGDEPDDEWEVIRYD)
Uluborlu 79 (86) VRELEKDESADTKVYGIVFRYCLDV: YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAKOASGVQILAPTGMTVGDE PDDLWFVIKY D
Merkez 27 (86) VRELEKDESADTKVYGIVFRYCLDV YGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTAKOASGVQILAPTGHMTVGDEPDDEWE VEIKY D
Senirkent 150 (86) VWRELEKDESADTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKFTARQASG ILAPTGITVG.PD.FV.D
sarkikaraagac 12 (86) KDESADTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGEDVNAPVAPNPLORRKETAKQASGVQT LAPTGMTVGDEP!
Consensus  (86) VRELFKDFSADTKVYGIVFRYCLDVSNGVYGLIKGFDVNAPVAPNPLQRRKFTAKQASGVQILAPTGMTVGDIPDDLWFVIKYDN
218
Atabey 1 (171) PGV EVWECTOYLOHSMPRRVETPDSVEYAE PDTALMDAMDKI F FG
Goénen 1 (171) PGVPVHECTQY LA
Kegiborlu 10 (171) PGVEVWECTOY LI
Senirkent 26  (171) PGVEPVIWECTOY LI
Senirkent 2 (171) PGVPVHECTQY LA
Atabey 17  (171)
GU066793 Italya-Kiraz (171) PGVPVWECTQY LA
GU181400 Polanya-Kiraz (171) PGVPVWECTQY L
Yalvac 3 (171) PGVEVIWECTQY LI
Merkez 4 (171) PGVPVHECTQY LA
Senirkent 108  (171) PGVEVIWECTQY LI
sarkikaraagac 15 (171)
Gelendost 1  (171) PDVENCECT PYLI
Uluborlu 30  (171) VELPDVBWWECTLHL
Kegiborlu 8 (171)
Senirkent 119  (171) PGVEVIWECTQY LI
Gonen 9 (171) PDVPVWECT PY L
Keciborlu 7 (171) PDVEVIWECTOY LI
GU066792 ABD-Kiraz (171) PNVEVIWECTOY LI
GU066796 Israil-Kiraz (171) PNV PVHECTQY L
Merkez 1  (171)
GU066795 Italya-Badem (171)
GU181399 Italya-Visne (171) PNVPVHECTQY L
GU187047 Polanya-Seftali (171) PNVPVHECTQY L
GU181404 Italya-Visne (171) PDVPVHECTQY LA
GU066786 Polanya-Visne (171) PDVPVWECTOY L
GU066791 Polanya-Kiraz (171) PDVPVHECTQY LA
GU066798 Almanya-Seftali (171)
GU181405 Polanya-Visne (171) PDVPVWECTOY L
Uluborlu 79 (171) PDVPVHECTQY LA
Merkez 27  (171)

Senirkent 150 (171)
Sarkikaraagac 12 (171) A PDVP.FCT-L
Consensus  (171) AFQP VPVWFCTQYLOHSMPKRVEIPDSVLYAERDTALMDAMDKIVSG

Sekil 4.16. PDV kilif protein genlerinin amino asit dizimlerine ait ¢oklu dizi
karsilastirmasi
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4.8. Filogenetik Analiz

4.8.1. Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) filogenetik analizi

Gen bankasi veri tabanlarinda diinyanin farkli yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve
iretim alanlarindan elde edilen 18 farkli izolatin kilif protein genlerine ait niikleotid
ve amino asit dizileri kullanilarak, Isparta ili‘ne ait 7 izolat ile karsilastirilmis ve
filogenetik analizler yapilmistir. ACLSV izolatlariin niikleotid dizilimine gore
olusturulan filogenetik soy agact Sekil 4.17‘de verilmistir. Niikleotid dizileri
kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda izolatlarin genetik iligkisi
belirlenmistir. Bu analizlere gore karsilagtirmalarda kullanilan birbirine yakin genetik
iligki gdsteren 2 ana grup belirlenmis, ikinci ana grup da 2 alt gruba ayrilmistir. Bu
gruplardan birincisi on ii¢ izolat, ikinci ana grubun birinci ve ikinci alt gruplar1 da 6’
sar izolat igermistir. Olusturulan soy agag¢larinin dallar1 142-997 arasinda degisen
bootstrap degerleriyle desteklenmekte olup tesadiifi olmadigi ve soy agacindaki
dallardan ¢ogunun istatistiksel agidan desteklendigini gdstermistir. Isparta’daki ve
diinyadaki tiim kiraz izolatlar1 birinci ana grupta toplanirken ikinci ana grupta
yumusak ve sert ¢ekirdekli ACLSV izolatlar1 karisik olarak yer almistir. Bu da kilif
protein genlerinin niikleotid dizilimlerine gore yapilan filogenetik analizlerde

izolatlarin cografik bolgelere ve konukgu izolatlarina gore gruplandigini géstermistir.
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Sekil 4.17. Diinyadaki ACLSV izolatlar1 ile Isparta ili‘ndeki ACLSV izolatlarinin
kilif protein geni niikelotid dizi karsilastirmalarinin TreeView programi ile
olusturulan filogenetik soy agaci
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Gen bankasi veri tabanlarinda diinyanin yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve iiretim
alanlarindan elde edilen 18 farkli izolatin kilif protein genlerine ait amino asit dizileri
kullanilarak, Isparta ili‘ne ait 7 izolat ile karsilastirllmis ve filogenetik analizler
yapilmistir. Amino asit dizilimi kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda
da niikleik asit dizileriyle olusturulan soy agacina benzer bir soy agaci elde
edilmistir. Bu analizlere gore birbirine yakin iligki gdsteren 2 ana grup belirlenmis,
ikinci ana grup da 2 alt gruba ayrilmistir. Bu gruplardan birincisi 13 izolat, ikinci ana
grubun birinci ve ikinci alt gruplar1 da 6 sar izolat igermistir. Olusturulan soy
agaclarinin dallar1 23-890 arasinda degisen bootstrap degerleriyle desteklenmekte
olup tesadiifii olmadig1 ve soy agacindaki dallardan ¢ogunun istatistiksel agidan
desteklendigini gostermistir. Ispartadaki ve diinyadaki tiim kiraz izolatlar1 birinci ana
grupta toplanirken ikinci ana grupta yumusak ve sert ¢ekirdekli ACLSV izolatlar
karisik olarak yer almistir. Bu da kilif protein genlerinin amino asit dizilimlerine gore
yapilan filogenetik analizlerde izolatlarin cografik bolgelere ve konukgu izolatlarina
gore gruplandigini gdstermistir. Amino asit dizilimine gore olusturulan filogenetik

soy agaci Sekil 4.18°de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Diinyadaki ACLSV izolatlar ile Isparta ili ACLSV izolatlarinin kilif
protein geni amino asit dizi karsilagtirmalarinin TreeView programi ile olusturulan
filogenetik soy agaci.

101



4.8.2. Prunus necrotic ring spot virus (PNRSV) filogenetik analizi

Gen bankasi veri tabanlarinda diinyanin farkli sert cekirdekli meyve iiretim
alanlarindan 17 ve Tiirkiye’den elde edilen 6 farkli izolatin kilif protein genlerine ait
niikleotid ve amino asit dizileri kullanilarak, Isparta ili‘ne ait 5 izolat ile
karsilastirilmis ve filogenetik analizler yapilmistir. Niikleotid dizilimine gore
olusturulan filogenetik soy agact Sekil 4.19‘da verilmistir. Niikleotid dizileri
kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda izolatlarin genetik iligkisi
belirlenmistir. Bu analizlere gore birbirine yakin iliski gosteren 3 ana grup
belirlenmistir. Bu gruplardan birinci ana grup 2 alt gruba ayilmistir. Olusturulan soy
agaclarinin dallar1 23-1000 arasinda degisen bootstrap degerleriyle desteklenmekte
olup tesadiifi olmadigr ve soy agacindaki dallardan ¢ogunun istatistiksel agidan
desteklendigini gostermistir. Isparta izolatlarinin 4’{ 1. ana grubun ilk alt grubunda
yer alirken diger izolat 3. ana grupta yer almistir. Isparta izolatlarinin yer aldig
grupta diinyanin farkli bélgelerinden temin edilen kiraz ve vigne izolatlar1 agirlikli
olarak yer almistir. Tiirkiye seftali izolatlarinin 3’1 2. ana grupta yer alirken Tiirkiye
visne ve erik izolatlar1 3. ana grupta yer almistir. Bu da kilif protein genlerinin
niikleotid dizilimlerine gore yapilan filogenetik analizlerde izolatlarin cografik

bolgelere ve konukgu tiirline goére gruplanmadigini gostermistir.
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Sekil 4.19. Diinyadaki PNRSV izolatlari ile Isparta ili‘ndeki PNRSV izolatlarinin
kilif protein geni niikelotid dizi karsilagtirmalarinin TreeView programu ile
olusturulan filogenetik soy agaci
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Gen bankasi veri tabanlarinda diinyanin farkli sert cekirdekli meyve iretim
alanlarindan 17 ve Tiirkiye’den elde edilen 6 farkli izolatin kilif protein genlerine ait
amino asit dizileri kullanilarak, Isparta ili‘ne ait 5 izolat ile karsilastirilmis ve
filogenetik analizler yapilmistir. Amino asit dizilimine gore olusturulan filogenetik
soy agact Sekil 4.20°de verilmistir. Amino asit dizileri kullanilarak yapilan
filogenetik analizler sonucunda izolatlarin genetik iligkisi belirlenmistir. Bu
analizlere gore birbirine yakin iliski gosteren 2 ana grup belirlenmistir. Olusturulan
soy agaclarimin dallar1  43-990 arasinda degisen bootstrap degerleriyle
desteklenmekte olup tesadiifii olmadigi ve soy agacindaki dallardan ¢ogunun
istatistiksel acidan desteklendigini gostermistir. Isparta izolatlarinin 4’1 1. ana grupta
yer almustir. Isparta izolatlarinin yer aldigi grupta diinyanin farkli bolgelerinden
temin edilen sert ¢ekirdekli meyve izolatlar1 ve Tiirkiye seftali izolatlar1 yer almistir.
Merkez 18 izolat1 diger Isparta izolatlarindan ayrilarak 2. Ana grupta Tiirkiye erik ve
visne izolatlarryala beraber yer almustir. Italya kiraz izolatlar1 olusturduklar
bootstrap degerleriyle herhangi bir grup i¢inde yer almamislardir. Amino asit dizilimi
kullanilarak yapilan filogenetik analizlere gore izolatlarin cografik bolgelere ve izolat

cesidine gore gruplanmadigini gostermistir.
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Sekil 4.20. Diinyadaki PNRSV izolatlari ile Isparta ili PNRSV izolatlarinin kilif

protein geni amino asit dizi karsilagtirmalarinin TreeView programi
filogenetik soy agaci
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4.8.3. Prune dwarf virus (PDV) filogenetik analizi

Gen bankasi veri tabanlarinda diinyanin farkli sert cekirdekli meyve iiretim
alanlarindan elde edilen 12 farkli izolatin kilif protein genlerine ait niikleotid ve
amino asit dizileri kullanilarak, Isparta ili‘ne ait 22 izolat ile karsilastirilmis ve
filogenetik analizler yapilmistir. Niikleotid dizilimine gore olusturulan filogenetik
soy agaci Sekil 4.21°de verilmistir. Niikleotid dizileri kullanilarak yapilan filogenetik
analizler sonucunda izolatlarin genetik iligkisi belirlenmistir. Bu analizlere gore
birbirine yakin iliski gbsteren 4 ana grup belirlenmis, ana gruplar da alt gruplara
ayrilmistir. Birinci ana grup 2 alt gruba ayrilmis olup burada sadece Isparta izolatlar
toplanmistir. Ikinci ana grup da 2 alt gruba ayrilmistir. Bu gruplardan 1. alt grupta
Isparta izolatlar, 2. alt grupta italya ve Polanya izolatlar1 yer almistir. Ugiincii ana
grupta 2 alt gruba ayrilmistir. Bu grup diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen sert
cekirdekli izolatlar yer almistir. Isparta izolatlarindan Merkez 1 izolat1 tek basina bu
izolatlar igerisinde yer almistir. Dordiincli ana grup alt grublara ayrilmamis olup,
diinya izolatlarindan Polanya kiraz izolat1 Isparta izolatlartyla bu grupta toplanmistir.
Bu dagilimda cografik bolgelere gore siniflama miimkiin olmamakta, izolatlarin
bolgelere bagli olmaksizin grup olusturduklari belirlenmistir. Niikleotid dizilimine

gore olusturulan filogenetik soy agaci Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Diinyadaki PDV izolatlar1 ile Isparta ili‘ndeki PDV izolatlarinin kilif
protein geni niikelotid dizi karsilagtirmalarinin TreeView programi ile olusturulan
filogenetik soy agaci
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Amino asit dizilimi kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda da niikleik
asit dizileriyle olusturulan soy agacina benzer bir soy agaci elde edilmistir (Sekil
4.22.). Bu analizlere gore birbirine yakin iliski gosteren 5 ana grup belirlenmistir.
Birinci ana grup 2 alt gruba ayrilirken 1. alt grupta Avrupa izolatlar1 yer alirken 2. alt
grupta Isparta izolatlar1 yer almstir. Ikinci ana grup 3 alt gruba ayrilmis, bunlardan
1. Alt grupta ABD, italya, Israil ve Merkez 1 izolat1 yer almus, 2. alt grupta sadece
Avrupa izolatlar1 toplanmis, 3.alt grupta sadece 2 Isparta izolati bulunmustur.
Ugiincii ve diger ana gruplar alt gruplara ayrilmamistir. Amino asit dizilimi
kullanilarak yapilan filogenetik analizler izolatlarin cografik bolgelere ve izolat

cesidine gore gruplanmadigini gostermistir.
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Sekil 4.22. Diinyadaki PDV izolatlari ile Isparta ili PDV izolatlarmin kilif protein
geni amino asit dizi karsilastirmalarinin TreeView programui ile olusturulan
filogenetik soy agaci
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢alismada Tiirkiye’nin kiraz {iretiminde 6nemli bir yere sahip olan Isparta
ilinin 10 farkli kiraz iiretim alaninda sert ¢ekirdekli meyvelerde en yaygin olarak
gorilen 6 viriisiin varligt DAS-ELISA ve RT-PCR yontemleri ile arastirilmus,
belirlenen izolatlarin biyolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Isparta
ilinin farkli bolgelerini temsil edecek bazi viriis izolatlarin tiim veya kismi CP gen
dizilimleri belirlenmis tespit edilen CP gen dizileri Gen Bankasi veri tabaninda
bulunan iilkemizin ve diinyanin diger iiretim bolgelerinde elde edilen viriis izolatlarin
CP genleri ile karsilagtirilarak izolatlarin genetik benzerligi ve filogenetik iliskisi
aragtirllmigtir. Ulkemizde sert cekirdekli meyvelerde gériilen viriislerin varhig ile
daha once ilgili pek ¢ok calisma yapilmistir (Azeri, 1994; Yildizgérdi and Cali,
1994; Elibiiyiik ve Erdiler, 1998; Gazel ve Caglayan, 1998; Fidan ve Ozdemir, 2000;
Ulubas and Ertung, 2004; Sertkaya et al., 2004; Sipahioglu vd., 2004; Giimiis and
Paylan, 2008; Cevik et al., 2011). Ancak yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla viriislerin
teshisi ve tespiti diizeyinde kalmis ve 0Ozel olarak bir meyve tiiriine
odaklanilmamistir. Bu nedenle kiraz iiretiminin yogun olarak yapildig: iilkemizde ve
Isparta ilindeki kirazlarda hastaliga yol agan viriis izolatlarin biyolojik ve molekiiler
karakterizasyonu konusunda yapilan ¢alismalar sinirli ve eksik kalmistir. Bu ¢alisma
Isparta ilindeki kiraz iiretim alanlarinda bulunan viriislerin belirlenmesi ve elde
edilen virlis izolatlarinin kilif protein gen dizilimlerinin belirlenmesi konusunda

yapilan ilk kapsamli ¢aligmadir.

Isparta ili‘nin siirvey yapilan 10 ilgesinden toplam 142 bahgeden 521 kiraz 6rnegi
almmistir. DAS-ELISA sonuglarina gore 269 ornekte PDV(%51.6), 23 o6rnekte
ACLSV(%4.41), 7 6rnekte PNRSV(%1.3), 48 6rnekte (%9.1) iki viriisle, 3 6rnekte
(960.4) tg virtisle karisik enfeksiyon halinde bulunmustur. En sik goriilen viriis PDV
olurken bunu karigik enfeksiyonlar ve ACLSV takip etmistir. Yapilan testlemelerde
PPV ve CLRYV higbir 6rnekte tespit edilememistir. Serolojik testler sonucunda elde
edilen bulgular, daha énce Akdeniz iilkelerinde, Myrta vd. (2003)’nin, Izmir’de
Paylan (2006)’in, ve Cevik vd. (2011)’nin Ispartada yapilan tiim sert ¢ekirdekli

meyveleri kapsayan ¢alismalarinda elde edilen PDV’nin en sik gériilen viriis oldugu,
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kirazda PPV, CLRV ile ApMV’nin bulunmadig1 verileri ile paralellikler gostermistir.
Akdeniz iilkelerinde yapilan aragtirmalarda enfekteli 6rneklerin cogunlugunun PDV
(%67.2), bunu karisik enfeksiyonlar (%13.0), ACLSV (%10.6) ve PNRSV (%5.9)
takip etmistir (Myrta et al., 2003). izmir’de kirazda yapilan ¢alismada 400 drnegin
51’inde PDV, 11’inde ACLSV, 24’iinde PNRSV ve 3’iinde de birden ¢ok viriis tespit
edilmigtir. Testlenen 400 ornekte CLRV, PPV ve ApMV enfeksiyonlari
saptanmamustir. Daha 6nceki Isparda’da yapilan ¢alismada ise ELISA sonuglarina
gore ApMV ve PPV tespit edilemezken, PDV, ACLSV ve PNRSV ile enfekteli
ornek sayist ve ylizdesi sirasiyla 46 (%26.3), 24 (%13.7), 16 (%9.1) olarak tespit
edilmistir. Ayrica 9 kiraz agacinda 2 veya 3 viriisle enfekteli karisik enfeksiyonlar
tespit edilmistir. PDV’nin %26,3 ile en yaygin virlis oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu
caligmanin bulgulari kiraz agaglarinda ACLSV, PNRSV ve PDV dahil olmak iizere
bir veya daha fazla viriis ile enfekte olduklarini ortaya ¢ikarmistir (Cevik et al.,
2011). Daha once Tirkiye de yapilan pek ¢ok calismada da karisik enfeksiyonlar
belirlenmistir (Baloglu vd., 1995; Elibiiyiik ve Erdiller, 1998; Gazel ve Caglayan,
1998; Sipahioglu et al., 1999; Fidan ve Ozdemir, 2000; Ulubas and Ertung, 2005;
Paylan, 2006; Cevik et al., 2011). Ornek alinan kiraz gesitleri cogunlukla 0900
Ziraat olup, bunun yaninda Starks Gold (Beyaz Kiraz) ve Sweet Heart gesitlerinden
de ornekler test edilmis ve yapilan ELISA sonuglarina gore gesitler arasinda viriis
belirtileri ve virlis tiirleri arasinda bir iliski olmadig1 ortaya ¢ikmistir. PDV, ACLSV
ve PNRSV viriislerinin ticari bahgelerde, 6zel ve resmi fidanliklarda yaygin oldugu
ve bulagsmalarin denetimsiz ve kontrolsiiz fidanlar ve iiretim materyallerinden

kaynaklandig: goriilmistiir.

ApMV, CLRV ve PPV’nin kirazlarda hastalik yapabilecegi bildirilmesine (Nemeth
1986; Baumgartnerova, 1996; Sutic et al. 1999; Rebenstorf et al., 2006 ) ragmen
orneklerin hi¢ birinde tespit edilememistir. DAS-ELISA sonuglarina gore sadece 3
ornekte diisik yogunlukta ApMV tespit edilmis ancak ayni ornekler RT-PCR
testlerinde negatif sonug¢ vermistir. Bu sonuglar ApMV, CLRV ve PPV nin ¢alisilan
hi¢ bir drnekte tespit edilememesi, bu viriislerin Isparta ilinde yetistirilen kirazlarda
bulunmadigint ortaya koymaktadir. Buna karsin ApMV yumusak c¢ekirdekli

meyvelerden 6zellikle elmada hem iilkemiz genelinde ve Isparta ilinde (Yardimci
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and Eryigit, 2005; Uludag, 2007) yaygin olmasina ragmen viriis sert ¢ekirdekli
meyvelerde tespit edilememistir. Bunun sebebi olarak sert ¢ekirdekli meyveleri
enfekte eden ApMV 1rklarinin iilkemizde (Isparta) bulunmadigi diisiiniilmektedir.
Aym sekilde CLRV iilkemizde, ceviz ve zeytin agaglarinda goriiliirken (Beler and
Acikgoz, 2005; Ozturk et al., 2008) kirazda ¢ok yaygin olmamasi, polenle ve
nematodlarla da tasinabilen bu viriisiin polen uyugsmazligi gostemesi ve kiraz
bahgelerinin ceviz ve zeytin bahgeleri ile bir arada kurulmamasi veya kirazi enfekte
eden CLRV irklarinin {ilkemizde bulunmamasi olarak diisiiniilmektedir. PPV
Tiirkiye'de yapilan ¢aligmalarda sert ¢ekirdekli meyvelerden seftali, erik ve kayisida
tespit edilmesine ragmen (Elibiiyiik ve Erdiller, 1991; Elibiiyiik, 2003; Caglayan et
al., 2004; Cevik vd., 2007; Akbas et al., 2011) iilkemizde kirazlarda tespit
edilememis ve genellikle diinyanin ana tiretim bolgelerinde kiraz agaglar ile iligkili
olmadig1 ve sadece bir kag yerde birkag kez bulundugu belirlenmistir (Kalashyan et
al., 1994; Crescenzi et al., 1997).

Diinyada ve iilkemizde kiraz agaclarinda en yaygm olarak bulunan PDV’nin
bitkilerde olusturdugu simptomlarin bitki tliriine, viriis wrkina ve sicakliga bagh
olarak degistigi bildirilmistir (Diekmann and Putter, 1996). PDV ile bulasik agaclarin
yapraklarinda kiiclilme ve daralma, damar bolgesinde kirigma, siirgiin aralarinda
kisalma 6zellikle kiraz yapraklarinda klorotik halka ve lekeler meydana gelmektedir
(Nemeth, 1986; Sutic et al.,1999). Yapilan gozlemlerde Isparta bolgesindeki kiraz
agaclarinda en sik goriilen PDV belirtisinin yapraklarda klorotik halka, lekeler ve
damar bolgesinde kirisma oldugu belirlenmistir. PNRSV’nin olusturdugu en tipik
belirti ise yapraklarda sagma deligi ve yaprak kenarlarindaki testere dislilik olarak
goriilmiistir. Bu belirtiler tipik olarak baska kiraz {iretim bolgelerinde de

goriilmiistiir ( Paylan, 2006;Ulubas et al., 2009).

ACLSV’nin kiraz ve visnenin birgok ¢esidinde belirti vermeden bulunmasina ragmen
PNRSYV ile birlikte meyvelerde nekrotik ve ¢okiik lekeler seklinde belirtilere neden
oldugu belirtilmistir (Dosba et al., 1986; Desvignes and Boye, 1989). Bu ¢alismada
orneklerin erken ilkbaharda alinmis olmasindan dolay1r meyveler lizerinde belirtilen

bu simptomlarin gézlemlenemedigi disiiniilmektedir. ACLSV yapraklarda tek basina
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herhangi bir belirti olugturmamasina ragmen genellikle karisik enfeksiyonlarda PDV
ve PNRSV’ye has belirtiler ortaya c¢ikmustir. Ornek alman bazi agaglarda
simptomlarin biri bulunurken bazi agaclarda ise birden ¢ok simptom ayni anda
gozlemlenmistir. Daha sonra yapilan testlerde hi¢ simptom goOstermeyen bazi
orneklerin bile yogun miktarda viriisle bulasik oldugu ortaya ¢ikmistir. Bunun nedeni
olarak testlenen virlislerin irklarindan farkli bir irkin bitkide bulunmasindan dolay1
capraz koruma olmasi veya viriislerin belirti vermeden latent olarak kalmasi oldugu
diistiniilmektedir. Buna benzer bir sonu¢ Uyemoto vd. (1989),’nin yaptiklar
calismada elde etmiglerdir. Bu arastirmacilar PDV ve PNRSYV ile enfekteli agaclarin
ayni bahgede bulunan saglikli agaglar gibi normal goriindiiklerini saptamiglardir. Pek
cok viriisiin bitkide diizensiz olarak dagildig1 ve en uygun tespit edilme donemlerinin
aktif gelisme donemi oldugundan dolay1 (Dal Zotto et al., 1999) viriis testlemeleri

icin drnekler erken ilkbaharda alinmistir.

Diinyada ve Ulkemizde yapilan pek ¢ok calisma ELISA’nin hala sert ¢ekirdekli
meyve viriislerinin tespitinde en yaygin olarak kullanilan test oldugunu ortaya
koymustur. (Azeri, 1994; Yildizgordii and Cali, 1994; Elibiiyiikk ve Erdiller, 1998;
Gazel ve Caglayan, 1998; Ismaeil et al., 2003; Myrta et al., 2003; Ulubas and
Ertung, 2004; Sertkaya et al., 2004; Sipahioglu vd., 2004; Giimiis and Paylan, 2008;
Aneliya, 2005; Mandic et al., 2007; Myrta and Savino, 2008; Akbas et al., 2011;
Cevik et al., 2011). Yaptigimiz bu calisma da erken ilkbahar déneminde PDV,
PNRSV ve ACLSV’nin tespitinde alinan 6rneklerde DAS-ELISA ydnteminin bazi

olumsuzluklarina ragmen rahatlikla kullanilabilinecegini gostermistir.

RNA izolasyonu ve molekiiler ¢aligmalar icin bitki drneklerinin bir kismi -80°C de
muhafaza edilirken bir kismi1 da kurutma yontemiyle 4°C saklanmistir. Sipahioglu
vd. (2006), yaptiklar1 ¢calismada yaprak 6rneklerinin kurutularak kullanilabilinegegini
bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada 6rneklerin toplanmasindan 2-3 ay sonrasinda -
80°C’de dondurulan ve kurutularak 4°C de saklanan yapraklar RNA izolasyonunda
basarili bir sekilde kullanilmig, RNA miktar1 ve kalitesi acisindan iki farkli saklama
kosulu arasinda bir fark olmadig tespit edilmistir. Ancak kurutularak 4°C saklamak
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gerek uygulama kolaylig1 gerekse makine techizat gerektirmemesi bakimindan daha

Uygun goriilmektedir.

Niikleik asit izolasyonunda One Step-RNA izolasyon yontemi, CTAB niikleik asit
izolasyon yontemi ve Qiagen RNeasy Plant Mini Kit kullanilarak 3 farkli metod
uygulanmistir. One Step-RNA izolasyon yontemi ile higbir 6rnekte RNA elde
edilmezken CTAB niikleik asit izolasyon yontemi ve Qiagen RNeasy Plant Mini Kit
ile RNA’lar elde edilmistir. One Step-RNA izolasyon yonteminde 6rneklerin biiyiik
bir ¢ogunlugunda pembe-kirmizi renkte pelet olusumu gozlenmis bu durum bu
yontemin kirazdaki fenolik bilesikleri temizleyemedigi kanaatini olusturmustur. Li
vd. (2008)’nin CTAB ve RNeasy kitinin RNA kalite ve miktarini tespit etmek i¢in
yaptiklar1 bir calismada da kirazin yiiksek miktarda polisakkarit icermesine ragmen
her iki metot’un uygulanabildigini belirlemislerdir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
genellikle benzer yontemler kullanilmakla birlikte en yaygin kullanilan yontem silika
jel yontemi (Boom et al., 1990; Rott and Jelkman 2001) olmustur. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglar CTAB gibi uygulamas: kolay ve maliyeti diigiik bir yontemin de

kirazda viriis tanisinda kullanilabilinecegini ortaya koymustur.

Yapilan mekanik inokulasyon calismalarinda PNRSV ve ACLSV izolatlar1 higbir
otsu test bitkisinde herhangi bir simptom olusturmamistir. PDV’nin Merkez 1 izolati
Chenopodium amaranticolor, C. Quinoa ve Cucumis sativus bitkilerinde higbir
belirti olusturmazken, Nicotiana occidentalis bitkisinde yapraklarda kii¢iilme, sekil
bozuklugu ve klorotik lezyonlar gibi degisik simptomlar olusturdugu
gozlemlenmistir. Dunez (1988), C. quinoa ile C. amaranticolor adli bitkileri otsu
indikator olarak kullanmig, odunsu bitkilerden otsu bitkilere mekanik inokulasyonu
%?2.5’1ik nikotin soliisyonu ile ger¢eklestirmistir ve bu bitkilerde yapraklarda renk
degisikligi ve sekil bozukugu gibi belirtiler saptamistir. Bir bagka calismada da
Paylan (2006), C.quinoa, C. amaranticolor, C. sativus ve G. globosa’ya yapilan
mekanik inokulasyonlar sonucunda yapraklarda renk degisiklikleri, sekil
bozukluklari, beneklenmeler gibi belirtiler tespit etmistir. Hurigil-Gazel (1997), sert
cekirdekli meyvelerde yaptigi bir calismada mekanik inokulasyon denemelerinde C.

quinoa, C. amaranticolor, C. sativus, N. benthamiana ve N. clevelandii test
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bitkilerinden sadece C. sativus PDV, PNRSV ve ApMV ile enfekte olabilmistir.
Yirektiirk (1984), ile Kog ve Baloglu (2004) yaptiklart ¢alismalarda sert ¢ekirdekli
meyvelerde tespit ettikleri virlisleri GF-305 anacina as1 ile enfekte ederek tespit
etmislerdir. Ancak bizim yaptigimiz ¢alismada odunsu indikator bitkilere goz asisi
ile yapilan inokiilasyon islemlerinde GF 305’e yapilan gz asilarinin hi¢ birisinin
tutmadigr belirlenmistir. Bing kiraz ¢esidine yapilan inokiilasyon c¢aligsmalarinda
PDV’ye ait herhangi bir belirleyici simptom goriilmemistir. Egirdir 11-5 izolati
ACLSYV izolat1 , Bing kiraz ¢esidine yapilan inokiilasyon ¢alismalarinda yapraklarda
damar aralarinda sararma, kinigiklik ve yapraklarda diglilik gibi belirtiler
olustururken, Egirdir 3503 PNRSV izolatinin ise klorotik lekeler meydana getirdigi
belirlenmistir. PDV’nin odunsu bitkilerde belirti olusturmamasinin veya c¢ok hafif
goriilmesinin nedenleri Turgut (2008) tarafindan indeksleme ¢alisma kosullarinin
yeterli uygunlukta olamamasi, dokularda virlis konsantrasyonunun ¢ok diisiik olmasi
veya c¢ok ilimli wrklarin bdlgede bulunmasi ve gozlem siiresinin yetersiz kalmasi
olabilecegini One siirmiistiir. Bu ¢alismada asilama calismalarinin Agustos ayinda
hava sicakliklarmin yiiksek oldugu dénemde baslamis olmasi, bitkilerin yeteri kadar
biliyiimemesinin virlis konsantrasyonunu azalttigi diistiniilmektedir. Bu amagla tez
calismasi sonlanmasina ragmen s6z konusu indeks bitkilerde gozlem yapilmaya
devam edilmesine karar verilmistir. Bu calismalar sonucunda her iki hastalik
etmeninin biyolojik yoOntemlerle teshis edilebildigi, fakat bu test calismalarinin
biiyiik isgiicli ve fazla zaman gerektirdigi belirlenmistir. Bu sonuglarda serolojik ve
molekiiler ¢caligmalarin viriis tanilanmasinda ¢ok daha hassas oldugu ve daha kisa
zamanda daha kesin sonuglar verdigi bir kez daha gosterilmistir. Ancak kullanilan
otsu bitkilerin bir veya bir kaginda bile hastalik belirtilerinin goriilmesi ve daha sonra
bu bitkilerden PDV, PNRSV ve ACLSV’nin g¢ogaltilmasi Isparta ili kiraz iiretim
alanlarindan elde edilen virlis izolatlarinin biyolojik olarak aktif olduklarim

gostermistir.

Isparta ili‘nde farkli kiraz iiretim alanlarindan alinan izolatlar kilif protein genlerinin
niikleotit ve amino asit dizileri diinyanin diger ACLSV izolatlar1 ile
karsilastirildiklarinda sirasiyla %80-98 ve %88-%100 arasinda degisen oranlarda

benzerlik gosterdigi bulunmustur. Niikleotid dizilerine gore Egirdir izolatlar
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Yunanistan ve Bulgaristan’dan kiraz izolatlar1 ile genetik olarak en yakin izolat
olarak belirlenmistir. Niikleotid dizilerinin benzerliginde oldugu gibi amino asit
diziliminde de Yunanistan ve Bulgaristan izolatlar1 en fazla benzerlige sahip olurken
Hindistan kiraz ve Ukranya elma izolatlar1 en fazla ikinci benzerligi gostermistir.
Bunun yaninda Italya badem izolati Uluborlu 30 izolatiyla en az benzerligi
gostermistir. Isparta ACLSV izolatlarinin komsumuz olan Yunanistan ve Bulgaristan
izolatlariyla yakin iliski iginde olmasi bu izolatlarin bolgesel olarak yayildigini ve
virlis bulasma materyallerinin buradan {lilkemize gectigi, kiraz ihracati yaptigimiz
Ukraynaya da viriisiin iilkemizden gectigi diisiiniilmektedir. Ispanya-Kayis1 ve
Italya-Badem izolatlariyla olan genetik uzakhigin konukgu hassasiyetinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ancak Hindistan’da yapilan, Tiirkiye’den de iKi
seftali izolatinin yer aldig1 ¢alismada Hindistan’dan ACLSV’li seftali izolatlarinin
gen bankasindaki diger izolatlarla karsilastirilmasinda Tiirk izolatlari, Hindistan
izolatlar1 ile ayirt edici bir benzerlik veya farklilik ortaya koymazken en yakin
iliskiyi Italya-Seftali izolatlariyla gostermistir (Rana et al., 2009). Tiirkiye’den iki
seftali ve bir kiraz izolati, Gen Bank’ta yer alan diinyanin farkli bolgelerindeki diger
ACLSV izolati ile karsilastirilmigtir. Amasya-Kiraz izolatinin niikleotid ve aminoasit
dizilimlerinin en fazla benzerligi Polanya ve Macaristan izolatlar1 ile olurken en az
benzerligi sirasiyla Cin ve Japonya izolatlar1 arasinda olmustur (Ulubas Serce and
Rosner, 2006). Bu ¢alisma diger ¢alismalar incelendiginde sonuglarin birbirleri ile
paralellik arzettigi, Isparta ACLSV izolatlariin ¢ografik bolgeye gore gruplandigi ve
Avrupa kaynakli olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica ACLSV izolatlarinin elde
edildikleri konukgular yoniinden aralarinda bir baglantilar1 oldugu belirlenmistir.
Cografik acidan birbirine yakin bolgede benzer izolatlarin bulunmasi viriisiin tiretim

materyalleriyle yayildigina isaret etmektedir.

Isparta PNRSV izolatlarinin diinyanin diger PNRSV izolatlar ile karsilastirildiginda
kilif protein genlerinin niikleotit ve amino asit diziliminde sirasiyla %86-99 ile %89-
100 oranlar arasinda benzerlik oldugu belirlenmistir. Isparta izolatlar1 en fazla
benzerligi Cek Cumbhuriyeti, Polanya, ABD, Sili kiraz, Cek Cumbhuriyeti vishe ve
Tiirkiye’den Tiirkiye seftali izolatlariyla gdsterirken, en az benzerligi ise Italya’dan

kiraz izolati ile gostermistir. Isparta izolatlarinin diinyanin diger PNRSV izolatlar ile
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amino asit benzelikleri karsilastirildiklarinda Merkez 18 izolati Tunus seftali ve
Polanya kiraz izolati ile en fazla benzerlik gdsterten izolat olmustur. Amino asit
dizilimi bakimindan niikleotid diziliminde oldugu gibi Italya kiraz izolat1 ile en az
benzerligi gostermistir. Yaptigimiz ¢alisma Isparta PNRSV izolatlarinin niikleotid ve
aminoasit dizilerinin karsilastirilmasinda izolatlarin Aparicio vd. (1999)’nin ve
Ulubas and Ertung, (2004), ‘un bulduklar1 sonucglara benzer sekilde cografik ve
konukeu izolatlarina gore gruplanmadigin1 daginik bir cografik yayilim gosterdigi
belirlenmistir. Ancak Ulubas-Serge and Rosner (2006), yaptiklar1 ¢alismada Tiirk
PNRSV izolatlarinin kdkeninin ¢ografik bolge ile iligkisinin oldugu ve Avrupa
kaynakli olabilecegini ortaya koymuslardir.

PDV Isparta izolatlarinin diinyanin diger PDV izolatlan ile karsilastirildiginda kilif
protein genlerinin niikleotid ve amino asit diziliminde sirasiyla %86-98 ile %82 -
%99 oranlarn arasinda benzerlik oldugu belirlenmistir. Isparta izolatlar1 en fazla
benzerligi ABD kiraz, Israil kiraz ve italya badem izolatlar: ile, en az benzerligi ise
Polanya kiraz, Italya kiraz izolat1 ile gdstermistir. Isparta izolatlarmin diinyanin diger
PDV izolatlar1 ile amino asit benzelikleri karsilastirildiklarinda italya badem, Italya
visne, Polanya visne izolat1 en fazla, Polanya kiraz izolat1 ise en az benzerlige sahip
olmustur. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar Vaskova vd. (2000)’nin buldugu gibi
niikleotid ve amino asit farkliliklarinin ortaya ¢ikmasinda izolatlarin elde edildigi
konuk¢u veya cografik bolge arasinda bir iligkinin olmadigin1 ortaya c¢ikarmustir.
Yapilan filogenetik analizler 4 ana grup olustugunu birinci ve ikinci grupta genellikle
Isparta izolatlarinin, tiglincii grupta karisik izolatlarin oldugu gostermis bu Sonuglar

Ulubas Serce vd. (2009)’ nin elde ettikleri sonuglar ile paralellik gostermistir.

Bu ¢alisma sonucunda Isparta ili i¢in 6nemli bir iiriin olan kirazin yetistirildigi
bolgelerde bulunan viriis hastalik etmenleri ortaya konularak bunlarin molekiiler
karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen bulgular Isparta ilinde bulunan PDV,
ACLSV ve PNRSV izolatlarmin genel olarak genetik agidan birbirlerine
benzediklerini gostermektedir. Bu da viriis izolatlarinin genellikle polen veya iiretim
materyalleriyle yayildig1 ve {izerlerinde yogun bir seleksiyon baskisinin olmadigin

gostermektedir. Bu calisma sonucunda elde edilen bulgular virlislerden o6zellikle
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PDV’nin ¢ok yaygin oldugunu ve sadece polen ve iiretim materyalleriyle yayilan bir
viriis olmasindan dolay: viriisten ari tiretim materyali kullanilmak suretiyle kolaylikla

ortadan kaldirilabilinecegini géstermistir.
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