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Baz viriis hastaliklarimin ‘Granny Smith’ elma cesidinde
verim ve kaliteye etkisit
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ABSTRACT

The effect on yield and fruit quality of some virus diseases in ‘Granny Smith’
apple cultivar

In this study, the effect of mix infections of Apple mosaic virus (ApMV), Apple chlorotic
leaf spot virus (ACLSV), Apple stem grooving virus (ASGV) and Apple stem pitting virus
(ASPV), which are the most common viruses of pome fruits in Turkey and the world, on fruit
yield and quality were investigated on apple trees. Statistical analysis of fruit quality and
physiological measurements of viruses-infected and non infected trees revealed that fruit
firmness in 2010, soluble solid content, pH and acidity in 2011 were statistically significant.
This study proved that the effects of viruses on yield and quality of apple trees can be more
effectively revealed with single inoculations in the controlled environments.
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Bu caligmada Tiirkiye’de ve diinyada yumusak ¢ekirdekli meyvelerde en yaygin goriilen
virtislerden Elma mozaik viriisii (ApMV), Elma klorotik yaprak leke viriisii (ACLSV), Elma
govde yivlenme viriisii (ASGV) ve Elma govde cukurlagsma viriislerinin (ASPV) karigik
enfeksiyonlart sonucu elma agaglarinda neden olduklart verim ve kaliteye olan etkileri
aragtirilmistir. Istatiksel analizler sonucunda viriislerle enfekteli agaclar ile enfekteli olmayan
agaclar arasinda yapilan meyve kalite analizleri ve fizyolojik dl¢iimlerden 2010 yilinda,
meyve eti sertligi onemli bulunurken, 2011 yilinda da meyve eti sertligi, SCKM, pH ve titre
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Bazi viriis hastaliklarinin ‘Granny Smith’ elma ¢esidinde verim ve kaliteye etkisi

edilebilirlik asitlik agisindan 6nemli bulunmustur. Bu ¢alisma viriislerin elma agaglarinda
verim ve kaliteye etkilerinin ancak kontrollii ortamlarda tekli inokulasyonlar yapilarak daha
etkili bir sekilde belirlenebilecegini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: DAS-ELISA, RT-PCR, meyve bahgesi, bitki fizyolojisi
GIRIiS

Elma, diinya tlizerinde ¢ok genis yayilma alani gosteren ve degisik ekolojilerde
iretimi yapilabilen bir meyve tiiriidiir. Diinya elma {iretimi yaklagik 76 milyon ton
civarinda gerceklesmektedir. Tiirkiye, diinya elma iiretiminde 2012 yili verilerine
gore 2.889.000 ton ile tiglincii sirada yer almaktadir (Anonymus 2014).

Tiirkiye’de elma yetistiriciligi tiim illerde yapilmakla birlikte son yillarda goller
bolgesinde yogunlasmis durumdadir. Ulkemiz elma {iretiminin biiyiik bir kismi
sirastyla Isparta (634.800 ton), Karaman (388.404 ton) ve Nigde (317.300 ton)
illerinde gergeklestirilmektedir (Anonim 2014).

Yumusak ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginde fitoplazma ile viriis ve viriis benzeri
hastalik etmenlerinin 6nemi biiyiik olup bunlarin sayis1 40’1n lizerindedir. Viriislerin
bir kismi1 genel olarak enfekteli bitkilerin yapraklarinda klorozlar, nekrozlar ve bitki
biiylimesinde duraklamaya, meyve verim ve kalitesinde azalmaya sebep olarak
ekonomik Omiirlerinin azalmasima neden olmaktadirlar (Nemeth 1986). Bununla
birlikte, bu meyve agaglarini hastalandiran viriislerden bazilari ticari ¢esitlerde gozle
goriilebilir belirti olusturmazken, sadece duyarli konukgularda belirgin simptomlar
olusturmaktadirlar.

Yumusak c¢ekirdekli meyvelerde {iretimi sinirlayan dort dnemli virlis bulunmaktadir.
Bu viriisler: ElIma mozaik viriisti ( Apple mosaic virus, ApMV), elma klorotik yaprak
leke virtisii (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV), Elma gévde yivlenme viriisii
(Apple stem grooving virus, ASGV) ve Elma govde ¢ukurlasma viriistidiir (Apple
stem pitting virus, ASPV) (Mink 1989, Desvignes 1999). ApMV disindaki diger {i¢
viriis hastaligi ticari elma ve armut yetistiriciliginde cogunlukla belirti
olusturmamaktadirlar.

Viriisler elma yetistiriciligi agisindan 6nemli olan bdlgelerde hizla yayilabilme
ozelligine sahiptir. Ozellikle ‘Granny Smith’ ¢esidiyle kurulmus elma bahgelerinde
ApMYV yogun olarak goriilmekte olup iireticiler bu hastalikla miicadele konusunda
zorluklar yagsamaktadirlar. Viriis hastaliklarinda, hastalik siddetinin bitkideki viriis
yogunluguna ve c¢evre sartlarina bagli olarak farklilik gostermesi, hastalik
belirtilerinin besin noksanlig1 ve fizyolojik hastaliklarla karigtirilmasi, iireticilerin
viriis hastaliklariyla miicadelede gereken Onemi vermesini zorlagtirmaktadir. Bu
durumda hastalikla miicadele giiclesmekte, elma yetistiriciliginin yapildig1
bolgelerde viriis hastaliklari hizla yayilmaktadir.

Viriis hastaliklariin bir kismi dogrudan dogruya meyveye zarar verirken; bir kismi
da, agacin bilylime ve gelismesini olumsuz etkileyerek meyve verim ve kalitesini
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dolayl1 olarak diisirmektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢calismada ApMV ’nin, agacin
bliyiimesini % 50, gelismesini % 20 geriletmekte, meyve verimini de % 30
diisiirdiigii bildirilmistir (Meijneke et al. 1963). Ayrica Klinkowski (1960)’a gore
elma mozaik viriis hastaliginin, elma fidanlarinin gelismesini olumsuz yoénde
etkiledigini bildirmistir.

Tiirkiye'de elmada ACLSV, ApMV, ASGV ve ASPV ile yapilan pek ¢ok caligsma
bulunmaktadir. Akbas ve Ilhan (2005) Orta Anadolu da, Caglayan ve ark. (2006)
Dogu Akdeniz de, Yardimc1 ve Eryigit (2006) Bat1 Akdeniz de, Korkmaz ve ark.
(2013) Dogu Anadolu, Marmara ve Orta Anadolu da, Ertung ve ark. (2014), Orta
Anadolu da, Apmv’ nin, Ulubas ve Ertung (2005) Dogu Anadolu da ACLSV nin,
Birisik ve ark. (2008) Dogu Akdeniz de ASPV, ASGV, ACLSV ve ApMV’ nin
varligimi tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismalar genelde siirveyler sonucu durum
tespiti, yayginlik ve molekiiler karakterizasyon seklinde sonuglanmistir. Ancak
iilkemizde hangi viriisiin hangi bitkide ne kadar zarar verdigi, bu zararlarin verim ve
kaliteye olan etkisi ve ekonomik analizi ile ilgili veriler heniiz yeterince mevcut
degildir.

Bu c¢alismada; Egirdir Meyvecilik Arastirma Istasyonunda bulunan tam verim
cagindaki MM.106 anaci lizerine asili ‘Granny Smith’ elma ¢esidi agaglarinda,
ApMV, ACLSV, ASPV ve ASGV’nin karisik enfeksiyonlarinda verim ve kaliteye
olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Arastirma alani ve bitki materyali

Bu calisma 2010 ve 2011 yillarinda Egirdir Meyvecilik Arastirma Istasyonunda
yuritilmistiir. Arastirma alan1 olan bahge 37° 49' kuzey enlemi, 30° 52' dogu
boylami noktasinda ve killi-tinli biinyede bir topraga sahiptir. Denemenin bitkisel
materyalini 4 x 3 m araliklarla dikilmis, MM 106 anacina asili ve merkezi lider
terbiye sistemi uygulanmig olan tam verim ¢agindaki ‘Granny Smith’ elma ¢esidine
ait agaglar olusturmustur.

Ornek alma

Ornekler serolojik testlemeler ve niikleik asit izolasyonu igin kullamlincaya kadar -
20 °C de saklanmistir. Meyve kalite analizleri i¢in ise meyve drnekleri, hasat olumu
doneminde alinmustir.

Laboratuvar calismalar
DAS-ELISA testi

Toplanan tiim 6rneklere; ApMV, ACLSV, ASGV ve ASPV viriislerinin varligimni
saptamak amaciyla “Double Antibody Sandwich-ELISA” (DAS-ELISA) yontemi
uygulanmigtir (Clark and Adams 1977). Yapilan DAS-ELISA testinde Bioreba
firmasindan temin edilen poliklonal antiserum igeren ELISA kitleri kullanilmugtir.
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Her bir viriis i¢in iretici firmanin Onerileri dogrultusunda DAS-ELISA testi
yapilmistir.

Molekiiler calismalar

Toplanan 6rneklerde ApMV, ACLSV, ASGV ve ASPV’nin molekiiler olarak tespit
edilmesinde, DAS-ELISA testinde pozitif sonu¢ veren bitkiler kullanilmistir. Bu
amagla, Cizelge 1 ‘de yer alan ve Biomers firmasindan temin edilen her bir viriise
spesifik primer ¢iftleri kullanilmstir.

Cizelge 1. RT-PCR testlerinde kullanilan primer giftleri

Beklenen bant

Viriis Primer Baz dizisi (5°—3°) e el pes e
biiyiikliigii
F5’-TTCATGGAAAGACAGGGGCAA-3
ACLSV | R5’-AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA-3’ 677 be

Menzel et al (2002)
F5’-CTCTTGAACCAGCTGATGGC-3’
ASPV | R5’-ATAGCCGCCCCGGTTAGGTT-3’ 264 be
Jelkman and Keim-Konrad (1997)
F5’-ATCCGAGTGAACAGTCTATCCTCTAA-3’
ApMV | R5’-GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA-3’ 262 be
Menzel et al (2002)
F5’-GCCACTTCTAGGCAGAACTCTTTGAA-3’
ASGV | R5’-AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA-3’ 499 be
James (1999)

Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu yapilarak s6z konusu viriislerin varligini molekiiler olarak
dogrulamak amaciyla RT-PCR testi yapilmistir. Niikleik asit izolasyonunda Li et al.
(2008)’in modifiye ettigi CTAB niikleik asit izolasyon yontemi ve Qiagen RNeasy
Plant Mini Kit kullanilarak 2 farkli yontem uygulanmustir.

Tersine transkripsiyon (RT)

RT ¢alismalart Kundu (2002)’ye gore yapilmigtir. Enfekteli bitki dokusundan izole
edilen toplam RNA’dan viriislerin kilif protein genlerinin ¢ogaltilmasi iki asamali
ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu yontemi (RT-PCR) ile yapilmustir.
RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA’lar dan revers transkriptaz enziminin
saglandig1 firmanin (MBI Fermentas) onerilerine gore komplementer DNA (cDNA)
sentezlenmistir. Bu amagla 5 ul total RNA, 1ul 200 pmol random primer eppendorf
tip igine konularak distile su ile 12ul’ye tamamlanmistir. Karigim 65 °C 5 dk
inkiibasyondan sonra hemen buza alinarak 5dk bekletilmis ve RNA’larin
denatiirasyonu saglanmistir. Denatiirasyonu yapilan RNA’lara ayr1 bir tiipte son
hacmi 20 pl olacak sekilde 4 ul 5x reaksiyon tamponu (250mM Tris-HCI pH 8.3,
250mM KCl, 20 mM MgCI2, 50 mM DTT), 2 ul 10mM dNTP karigimi (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), 20 U RNase inhibitorii, 20 U RevertAid Reverse transkriptaz
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eklenerek RT karigimi hazirlanmistir. PCR makinesi 25°C 5 dk, 42°C 60 dk, 70°C
5dk ve 4°C siirekli olarak kalacak sekilde programlanarak cDNA sentezi yapilmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR c¢alismalari Kundu (2002)’ye gore yapilmistir. PCR tiiplerine 2.5 pl 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 tinite Ex Taq
DNA polimeraz enzimi igeren ve su ile 25ul’ye tamamlanan PCR karigimi
hazirlanmigtir. Tiipler PCR cihazina yerlestirilerek kilif protein genlerinin
cogaltilmas1 yapilmistir. Test edilecek her bir viriis i¢in spesifik olan program
uygulanmigtir. Buna gore, ACLSV ve ApMV i¢in PCR karigimi 94°C 2dk, 34 defa
tekrarlanan 94°C 30 s 62°C’ de 30 s ve 72°C 1dk dan sonra 72°C’de 10dk ve 4°C.
ASPV i¢in PCR karisumi 94°C 2dk, 35 defa tekrarlanan 94°C 45 s 55°C” de 1dk ve
72°C 1dk dan sonra 72°C’de 10dk ve 4°C. ASGV i¢in PCR karisimi1 94°C 2dk, 35
defa tekrarlanan 94°C 30s 55°C” de 45s ve 72°C 1dk dan sonra 72°C’de 10dk ve 4°C
bekleyecek sekilde programlanan PCR cihazina konularak istenilen bdlgenin
cogaltilmas1 saglanmstir.

Elde edilen PCR iiriinleri %1 agarose jeline yiiklenerek, elektroforez yontemi
kullanilarak, biiytikliikk markorleriyle birlikte ayrigtirilmistir. Elektroforez 1XTAE
ortaminda yapilmis, ayni ortam jelin hazirlanmasinda da kullanilmistir. Jele 2.5ul
yiikkleme boyasi (6X; 15ml i¢in 150mg bromophenol blue, 18gr gliserol, 6ml
50XTAE) ile birlikte 10ul yiiklenen RT-PCR iiriinleri, 100V’da 30dk siireyle
elektroforeze tabi tutulmustur. PCR iiriinleri Etidium bromid ile boyandiktan sonra
jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

Verim ve meyve kalite kriterleri

Meyve kalitesi Ol¢iim ve analizleri tesadif bloklari deneme desenine gore 3
tekerriirlii yapilmistir. Fiziksel analizlerde (ortalama meyve agirli§i, meyve eni,
meyve eti sertligi) her tekerriir i¢in 10 adet meyve (her uygulama i¢in toplam 30 adet
meyve) dl¢iilmiis, kimyasal analizlerde (SCKM, meyve suyu pH’s, asitlik) ise her
tekerriirden alinan 1 adet 6rnek (her uygulama igin toplam 3 analiz) kullanilmigtir.
Meyve kalite analizleri Atay et al. (2010)’a gbre yapilmistir. Agac basi verim
degerleri kg/agac olarak her tekerriirde bulunan 1 adet agagtan (her uygulama igin
toplam 3 agac) elde edilmistir.

Yaprak analizleri

Deneme agaglarindan, gigeklenmeden 8-12 hafta sonra alinan yapraklarda makro ve
mikro besin elementleri analizleri Ryan et al. (2001)’e gére yapilmigtir,

istatistiksel analizler

Deneme tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak kurulmus ve her
tekerriirde 1 adet agag yer almistir. Elde edilen veriler SAS-JMP 7.0 paket programi
kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus ve aralarinda farklilik bulunan
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ortalamalar LSD (Least Significant Difference) coklu karsilastirma testi ile
gruplandirilmistir (Calhan ve ark. 2012).

SONUCLAR VE TARTISMA

Elma bahcesinde viriis enfeksiyonunun DAS-ELISA ve RT-PCR yontemiyle
belirlenmesi

Elma bahg¢esinde ApMV, ACLSV, ASGV ve ASPV’nin varligini saptamak amaciyla
yapilan ¢alismada, 58 6rnek 2010 yilinda DAS-ELISA ve RT-PCR, 2011 yilinda ise
58 ornek sadece RT-PCR ile test edilmistir.

2010 yilinda yapilan DAS-ELISA testinde 4 6rnekte ApMV, 16 6rnekte ACLSV ve
2 ormnekte de ASPV tekli enfeksiyon olarak tespit edilmistir. 2011 yilinda yapilan
RT-PCR testinin sonuglarina gore ise higbir agagta tekli enfeksiyon tespit
edilememis agaclarin ¢ogu farkli viriisle enfekteli bulunmustur (Sekil 1, Sekil 2).

i

— e Rl — . - - e

SAMI BV aa M MR BR NR Bl FARERR LT

R —

Sekil 1. ASGV’ye ait RT-PCR iiriinlerinin elektroforez jel goriintiisii M:Markér, 1-2-3-4-6-
7-9-10-11-12-13-14-15-16-17: Pozitif ornekler, 5-8: Negatif drnekler, P: Pozitif
kontrol, W:Negatif kontrol (su).

677 bp

Sekil 2. ACLSV’ye ait RT-PCR iiriinlerinin elektroforez jel goriintiisit M:Markér, 1-2-3-4-
5-6-7: Pozitif 6rnekler, P: Pozitif kontrol, W:Negatif kontrol (su).
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2011 yilinda yapilan RT-PCR test calismalar1 sonucunda virlislerin karisik
enfeksiyon seklinde bulundugu tespit edilmistir. En sik goriilen viriis
ASGV+ASPV+ACLSV karisik enfeksiyonu olurken bunu ASGV+ACLSV+
ASPV+ApMV takip etmistir. Verim denemelerinde saglikli kontrol olarak
kullanabilecek sadece 2 agac belirlenebilmistir. Buna gore dort viriisten higbiri tek
basina hicbir 6rnekte bulunmazken, viriislerin ¢ogu iki ve daha fazla viriisiin karisik
enfeksiyon halinde bulunmustur (Cizelge 2).

Cizelge 2. 2010-2011 yilinda yapilan DAS-ELISA ve RT-PCR testi sonuglari

. . - DAS-ELISA RT-PCR

Tespit Edilen Viriis 2010 2011
ApMV 4
ASGV
ACLSV 16
ASPV 2
ASGV+ASPV 2
ASGV+ACLSV 1 8
ApMV+ASGV
ASPV+ACLSV 2
ApMV+ACLSV 12
ApMV+ASPV 2
ASPV+ASGV+ACLSV 1 18
ApMV+ASGV+ASPV
ApMV+ASGV+ACLSV 9
ApMV+ASPV+ACLSV 10 2
ApMV+ASGV+ASPV+ACLSV 4 13
Toplam viriislii 50 57
KONTROL 8 2
TOPLAM 58 58
Enfeksiyon orani(%) 86 98,2

ACLSV, ASPV, ASGV ve ApMV’nin tespitinde DAS-ELISA ydnteminin bazi
olumsuzluklarina ragmen kullanilabilinecegini gostermis ancak RT-PCR’in daha
giivenilir ve etkili oldugu belirlenmistir. DAS-ELISA testinde tespit edilemeyen
viriisler ayni1 6rnekte RT-PCR testi yapildiginda pozitif bulunmustur. Dal Zotto and
Nome (1999) ve Torrance (1981), serolojik kokenli bir test olan ELISA’nin
giivenilirligi ve kullaniminin bazi sinirlamalara bagli oldugunu, ézellikle odunsu
bitkilerde, diisiik virlis konsantrasyonu ile viriisiin agagtaki heterojen dagilimi gibi
unsurlar dikkate alindiginda bu ydntemin mevsimsel olarak yanlis sonuglar
vermesini miimkiin kilabildigini belirtmislerdir. Park et al. (2006), tarafindan yapilan
ASGYV ve ACLSV i¢in ELISA ve RT-PCR yontemlerinin karsilastirildigi calismada
RT-PCR sonuglarinin genel olarak ELISA sonuglarindan iki kat daha fazla pozitif
verdigi rapor edilmistir. Birisik (2009), ASPV ve ASGV viriislerinin teshisinde RT-
PCR testinin tercih edilmesini belirtmistir. Ayrica RT-PCR’ 1n siirvey ¢alismalarinda
yaygin bir kullanim alani olan ELISA’ya gore 100-10.000 kat daha duyarli oldugu
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belirlenmistir (Vunsh et al. 1991; Rowhani et al. 1995). Bu ylizden daha duyarli ve
giivenilir teknik olarak bilinen ve ozellikle de mevsime bagli farkli viriis
konsantrasyonlarindan az etkilenen PCR sayesinde ELISA’da yasanan bir¢ok
problem ortadan kalkmistir (Smith et al. 1998). Bu sonuglar verim ve kalite iizerine
viriislerin etkilerinin arastirmaya baglanmadan oOnce secilecek agaclarin viriisle
bulasik olup olmadiklarinin sadece ELISA ile yapilmasinin yeterli olmadigi daha
hassas bir yontem olan RT-PCR kullanilmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Caglayan et al. (2006), Tiirkiye’nin 6nemli elma yetistiricilik alanlarindan 174 6rnek
toplamis ve bu orneklerin 126 tanesinin ApMV, ACLSV, ASPV veya ASGV ile
enfekteli oldugunu ve 6zellikle ACLSV/ASPYV karisik enfeksiyon oraninin %84 gibi
oldukga yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Uludag (2007)’nin yaptigi baska bir
arastirmada da, Egirdir ilgesinden alinan 6rneklerde ApMV. ASGV ve ACLSV test
edilmis ve enfeksiyon oranimi %67 olarak bulmustur. ELISA testi sonucunda
orneklerin daha ¢ok ACLSV ile enfekteli oldugu ve bunu sirasiyla ASGV ve
ApMV nin izledigi goriilmiistiir. Yapilan RT-PCR sonuglarinda da bu bahgelerdeki
genel enfeksiyon oranini ise %97 oldugu ortaya konmustur. Elde edilen bulgular
literatiir bilgileriyle ortiismekte olup bu viriislerin elma bahgelerinde yaygin olarak
bulundugunu teyit etmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar ve bu ¢aligmanin sonuglari
dogal bir ortamda tekli enfeksiyon bulmanin zor oldugunu ortaya koymustur.

Yapilan arazi gézlemlerinde tespit edilen dort viriisten sadece ApMV e ait belirtiler
goriilmiis (Sekil 1) ancak ACLSV, ASPV ve ASGV e ait tipik belirleyici simptomlar
gbzlenmemistir. Bunun nedeninin de; bitkide siddetli irklarin yerine, zayif irklarin
bulunmasindan dolay1 ¢apraz koruma olusturmasi veya viriislerin belirti vermeden
latent olarak kalmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Birisik (2009), ASPV ve
ASGV’ nin ayva ve armutta daha belirgin simptomlar verirken elmada daha az belirti
olusturdugu ve bu viriislerin genelde latent olarak kaldigini belirtmistir. ApMV
bulagmis yapraklarda genellikle sarimsi beyaz lekeler yaninda mozaik belirtileri ile
birlikte kii¢iik sar1 lekeler de olustugu gorilmiistir (Sekil 3). Gozlemlenen bu
simptomlar daha onceki c¢alismalarda farkli arastiricilar tarafindan da tespit
edilmistir (Ozkan ve Kur¢gman 1976).
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Sekil 3. ApMV’ nin ‘Granny Smith’ deki belirtileri.
Meyve kalite analizleri

2010 ve 2011 yilinda ayn1 sonuglar1 veren viriis kombinasyonlar1 dikkate alinarak
istatistiksel analizler yapilmistir.

2010 yilinda yapilan meyve kalite analizlerden agag¢ basi verim, meyve eti sertligi,
SCKM, pH, meyve agirligi, meyve eni, ve titre edilebilir asitlik analizleri sonucunda
viriisler arasinda istatistik olarak fark olmadig tespit edilirken, meyve eni sertligi
acgisindan ise ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur
(Cizelge 3).

Buna gore aga¢ basi verim en yiiksek tek basina ASGV+ACLSV ile bulasik
agaclarda (60.21 kg/agac) tespit edilirken en diisiik ASGV+ASPV+ACLSV (40.96
kg/agac) karigik enfeksiyonunda bulunmustur. Kontroldeki agag basi verim ise 42.34
kg olarak belirlenmistir. Meyve agirligi incelendiginde en yiiksek degerin 189.71 g
ile ASGV+ACLSV+ApMV viriisii ile bulasik olan agaclarda olurken, en diisiik
agirlik 175.84 g ile ASGV+ACLSV+ASPV+ApMV kombinasyonu olusturmustur.
Meyve eni sonuglar incelendiginde ASGV+ASPV karigik enfeksiyonu 76.65 mm
ile en yiiksek, ASGV+ApMV+ACLSV+ASPV karisik enfeksiyonu 74.24 mm ile en
diisiik  oranlarda  bulunmustur. Meyve eti  sertligi  acgisindan  ise
ASGV+ACLSV+ApMYV Kkarisik enfeksiyonu diger viriislerden en yiiksek degere
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sahipken, kontrolii olusturan saglikli agaclar en diisiikk sertlige sahip olmus ve
istatiksel olarak 6nemli bulunmustur. Suda ¢oziinebilir kuru madde (SCKM) miktar1
acisindan en yiiksek ASGV+ACLSYV olurken, en diisik ASGV+ACLSV+ApMV
iicli enfeksiyonu tespit edilmistir. pH degeri en yiiksek virlis kombinasyonu
ASGV+ACLSV+ApMV, ASGV+ASPV+ACLSV+ApMV dortlii enfeksiyonu ise
en diisiik pH degerine sahip olmustur. Titre edilebilir asitlik degerleri 6l¢iildiigiinde
ASGV+ASPV+ACLSV en yiiksek, ASGV+ACLSV ise en diisiikk degere sahip
olmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. 2010 yilinda yapilan meyve kalite analizleri

Agac Bas1| Meyve | Meyve Mey_v €
. L . Eti Sckm TEA
Uygulama Verim | Agirhg | Eni oo pH
o Sertligi | (%0) (%)
(kg/agac) | (@) | (mm) | = o
Kontrol 42.34 183.68 | 74.95 | 6.54c | 10.67 | 2.98 | 0.8
ASGV+ASPV 48.00 188.77 | 76.65 | 7ab 10.7 | 2.96 | 0.63
ASGV+ACLSV 60.21 189.02 | 76.14 | 7.08ab | 11.1 | 2.98 | 0.54

ASGV+ASPV+ACLSV 40.96 188.3 | 75.05 | 6.76bc | 10.4 | 3.00 | 0.86
ASGV+ACLSV+ApMV 46.18 189.71 | 76.53 | 7.29a | 9.67 |3.04 | 0.58

QSI\GA\\’;'ASPV*ACLSW 56.20 | 175.84 | 74.24 | 6.95ab | 1057 | 2.9 | 0.63

2011 yilinda, aga¢ bas1 verim, meyve agirligi ve meyve eni sonuglari farkli viriisler
ile bulasik agaglar arasinda istatistik olarak fark yaratmamustir. Bununla birlikte
SCKM, pH, meyve eti sertligi ve titre edilebilir asitlik agisindan ise ortalamalar
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4).

Cizelge 4. 2011 yilinda yapilan meyve kalite analizleri

< Meyve
Agac Bagy) Meyve | Meyve| i | gogm TEA
Uygulama Verim | Agirhig | Eni Sertligi | (%) pH (%)
(kg/agac) | (@) | (mm) | >
Kontrol 32.37 223.15 | 78.64 | 8.72a | 12.86¢c | 3.01c | 0.78 a
ASGV+ASPV 38.31 218.25 | 78.93 | 8.15b |13.13bc| 3.12a | 0.52Db

ASGV+ACLSV 43.54 197.49 | 7593 | 8.05b | 13.46a |3.06abc| 0.72a

ASGV+ASPV+
oLy 3133 | 2114 | 76.44 | 827b [13.00bc| 3.08ab | 0.72a
ASGVHACLSVH | 506 | 20982 | 77.94 | 811b |13.23ab| 3.03bc | 0.71a
ApMV

ASGV+ASPV+

ACLSVAApMy | 3232 | 20042 | 767 | 810b [1333ab| 304c | 073a

2011 yilinda agag basi verim en yiikksek ASGV+ACLSV (43.54 kg/agag)’de tespit
edilirken en diisik ASGV+ASPV+ACLSYV (31.33 kg/agac) karisik enfeksiyonunda
bulunmustur. Kontroldeki agag basi verim ise 32.37 kg olarak belirlenmistir. Meyve
agirligr incelendiginde en yliksek degerin 223.15 g ile kontrol de olurken, en diisiik
agirliga sahip virlis kombinasyonu ASGV+ACLSYV karisik enfeksiyonu 197.49 g ile
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belirlenmistir. Meyve eni sonuglart incelendiginde ASGV+ASPV  karisik
enfeksiyonu 78.93 mm ile en yiiksek. ASGV+ACLSV Kkarigik enfeksiyonu 75.93
mm ile en diisiik oranlarda bulunmustur. Meyve eti sertligi acisindan ise kontrol
diger viriislerden en yiliksek degere sahipken (8.72). ASGV+ACLSV en diisiik
sertlige (8.05) sahip olmuslardir. Suda ¢oziinebilir kuru madde (SCKM) miktari
acisindan en yiikksek ASGV+ACLSV olurken en diisiik kontrol de tespit edilmistir.
pH degeri en yiiksek viriis kombinasyonu ASGV+ASPV ¢ikmistir. Kontrol agaci ise
en disik pH degerlerine sahip olmustur. Titre edilebilir asitlik degerleri
Olciildiigiinde kontrol en yiiksek olurken ASGV+ASPV ise en diisiik degere sahip
olmustur (Cizelge 4).

Meydana gelen farkliliklarin, viriislerden ziyade agag¢ basina diisen iirlin yiikiinden
kaynaklandigini diistiniilmektedir. Nitekim birim govde kesit alanina diisen {iriin
yiikii azaldik¢a en, boy, agirlik gibi kriterler tarafindan belirlenen meyve iriligi
artmakta ve buna bagli olarak bazi kalite kriterleri degismektedir (Karagali 2009).

Kontroldeki agaglarin aga¢ basi verim, meyve agirlig1 ve meyve eni gibi verilerin
daha yiiksek olmasi beklenirken genelde ikili ve ti¢lii enfeksiyonlarin daha yiiksek
oldugu, aralarinda diizenli bir iligkinin olmadig1 belirlenmistir. Minoiu et al (1986),
ASPV ile enfekteli armut agaclarinda saglikli bitkilere oranla %13.4 ile %69.7
arasinda degisen biiylime geriligini tespit etmislerdir. Penrose et al. (1988), ii¢ farkli
elma ¢esidini viriisler agisindan test etmislerdir. Calisma sonucunda ‘Jonathan’ elma
¢esidinde %56, ‘Granny Smith’ ¢esidinde %41 ve ‘Richared Delicious’ ¢esidinde ise
%40 verim kayb1 oldugu rapor edilmistir.

Ancak bu ¢aligmada viriis enfeksiyonlarinin bitki biiyiime ve gelismesine yada verim
ve kaliteye etkisi yukarida verilen literatiir sonuglar1 kadar belirgin olmamuistir.
Saglikl1 kontrol bitki sayisinin az olmasi ve ¢aligmanin sadece iki yillik verilerle
sinirli olmasinin bunun nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bitkilerin viriisle
enfekte olma donemi ve siireleri de enfeksiyonlarin bitki biiyiime gelisme yaninda
verim ve kaliteye etkili olabilmektedir. S6z konusu zayif irklar ve ¢apraz koruma
olasilig1 karisik enfeksiyonlu agaglarin verim ve kalite bakimindan saglikli kontrol
agaclariyla ayn1 ve hatta daha iyi sonuglar vermesine neden olmus olabilmektedir.

Makro ve mikro besin analizleri

2011 yilinda viriis kombinasyonlarina makro-mikro besin analizleri hesaplanmus,
elde edilen bulgulara gore sonugclar arasinda istatistiki olarak fark olmadigi tespit
edilmistir (Cizelge 5).
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Cizelge 5. 2011 yilinda yapilan makro-mikro analizler

Uygulama N P K | Ca | Mg Fe Cu Mn | Zn B

Kontrol 2,35 (0,17 (1,25 |0,75 |0,28 |55,69 (12,06 (19,15 |13,5 (35,3
ASGV+ASPV 2,61 (0,19 (1,53 |0,73 |0,25 |55,19 11,01 20,87 |10,9 |31,8
ASGV+ACLSYV (2,28 (0,17 (1,22 |0,76 (0,21 |55,81 |10,54 16,51 |12,0 |33,8

ASGV+ASPV

+ACLSVY 2,25 (0,2 (1,57 |0,81 |0,28 |53,57 13,74 (19,87 |12,4 |43,8
ASGVHACLSV 2,42 (0,17 (1,31 |0,74 |0,26 |55,37 (10,11 (17,36 |[11,0 (32,9
+ApMV

ASGV+ASPV+

ACLSV+ApMV 2,31 (0,18 (1,25 (0,8 |0,23 |49,31 (9,14 [19,23 |10,9 (31,5

Yapilan ¢alisma sonucunda erken ilkbahar déneminde ACLSV, ASPV, ASGV ve
ApMV’nin tespitinde DAS-ELISA yonteminin bazi olumsuzluklarina ragmen
kullanilabilinecegini gdstermis ancak RT-PCR’in daha giivenilir ve etkili oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar verim ve kalite iizerine viriislerin etkilerinin arastirmaya
baslanmadan Once segilecek agaclarin viriisle bulasik olup olmadiklarnin sadece
ELISA ile yapilmasinin yeterli olmadigi daha hassas bir yontem olan RT-PCR
kullanilmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Niikleik asit izolasyonunda kullanilan CTAB niikleik asit izolasyon yonteminin
elmalarda ve belirtilen viriislerin tespitinde de rahatlikla kullanila bilinecegini
gostermistir.

Meyve agaclarinda verim ve kaliteyi etkileyen pek cok cevresel ve yetistiricilik
faktoriiniin olmasi, viriislerin etkisini tespit edilmesini zorlagtirmistir. Viriislerin
verim ve kaliteye etkileriyle ilgili yapilacak ¢alismalarin, fidan déneminden itibaren
bulastirilacak viriislerin gdzlenmesine dayanarak planlanmasiyla elde edilecek
sonuclarin daha giivenilir olacagi belirlenmigtir. Virlis hastaliklarinin etkilerinin
belirlenmesinde, ancak meyve agaglarindaki verim ve Kkalite kriterlerindeki
degisikliklerin uzun yillar etkileri belirlenerek daha net ortaya konulabilinecektir.

KAYNAKLAR
Akbas B. and Ilhan D. 2005. Widespread Distribution of Apple mosaic virus on Apple in
Turkey, Plant Disease, 89:1010
Anonim 2014. http://www.tuik.gov.tr (Erigim tarihi: 02.10.2014).
Anonymous 2014. http://faostat.fao.org (Erisim tarihi: 02.10.2014).

Atay E., Pirlak L. and Atay A. N. 2010. Determination of fruit growth in some apple varieties.
Tarim Bilimleri Dergisi-Journal of Agricultural Sciences, 16: 1-8.

Birigik N. 2009. Yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarinda gévde zararlanmalarina neden olan
viral etmenlerin biyolojik serolojik ve molekiiler yontemlerle saptanmasi ve
karakterizasyonu. Doktora tezi, C. U. Fen Bilimleri Enstitiisii, Adana, 179 s.

328



Oztiirk M. Kaymak S. Atay E. Isgi M. Senyurt H. ve Cevik B., Bitki Koruma Biilteni, 55 (4), 2015

Birisik N., Myrta A., Hassan M. and Baloglu S. 2008. A preliminary account on apple viruses
in Mediterranean region of Turkey, Acta Horticulturae, 781:125-130.

Clark M. F. and Adams A. N. 1977. Characteristics of the microplate method of enzyme-
linked immunosorbent assay for the detection of plant viruses. Journal of General
Virology, 34: 475-483.

Caglayan K., Serce C. U., Gazel M. and Jelkman W. 2006. Detection of four apple viruses
by ELISA and RT-PCR assay in Turkey. Turkish Journal of Agriculture and Forestry,
30: 241-246.

Calhan O., Eren I., Onursal C. E. and Giineyli A. 2012. Granny Smith Elma Cesidinin
Dinamik Kontrollii Atmosferde (DKA) Depolanmasi. V. Bahge Uriinlerinde
Muhafaza ve Pazarlama Sempozyumu, 18-21 Eyliil 2012, izmir, 145-152.

Dal Zotto A. and Nome S. F. 1999. Fluctutations of Prunus Necrotic Ringspot Virus
(PNRSV) at Various Phenological Stages in Peach Cultivars. Plant Disease, 83: 1055-
1057.

Desvignes C. J. 1999. Virus Diseases of Fruit Trees. Citfl, Paris, 202 p.

Ertung F., Topaya S. and Sezer A. 2014. Distribution and molecular detection of ApMV in
apple and hazelnut in Turkey, African Journal of Biotechnology, 5: 3144-3149.

James D. 1999. A simple and reliable protocol for the detection of apple stem grooving virus
by RT-PCR and in a multiplex PCR assay. Journal of Virological Method, 83: 1-9.

Jelkman W. and Keim-Konrad R. 1997. Immuno captive polymerase chain reaction and
plate-trapped ELISA for detection of apple stem pitting virus. Journal of
Phytopathology, 145: 499-503.

Karacali 1. 2009. Bahge Uriinlerinin Muhafazas1 ve Pazarlamasi. Ege Universitesi. Ziraat
Fakiiltesi Yayinlari, izmir, 486 s.

Klinkowski M. 1960. Pflanzliche Virologie. Band 1. Akademic Verlag, Berlin, 279 p.

Korkmaz G., Sipahioglu H. M. and Usta M. 2013. Survey of Apple mosaic virus in apple-
growing provinces of East Anatolia (Malatya and Van) by RNA probe hybridization
assay and RT-PCR, Turkish Journal of Agriculture Forestry, 37: 711-718.

Kundu 2002. The application of RT-PCR Assay for the Detection of Apple Stem Pitting
Virus and Apple Stem Grooving Virus in Four Apple Cultivars, Plant Protection
Science, 38:13-17.

Li R.,, Mock R., Huang Q., Abad J., Hartung J. and Kinard G. 2008. A reliable and
inexpensive method of nucleic acid extraction for the PCR-based detection of diverse
plant pathogens. Journal of Virological Methods, 154: 48-55.

Meijneke R. A. C., Posnette A. F. and Schuch K. 1963. The economic importance of virus
diseases of apples and pears. In: Posnette A. F. (ed). Virus Diseases of apples and
pears, pp.1-4. Commonwealth Agricultural Bureaux Farnham Rayal Bucks, England.

Menzel W., Jelkmann W. and Maiss E. 2002. Detection of four apple viruses by multiplex
RT-PCR assays with coamplification of plant mRNA as internal control. Journal of
Virological Methods, 99: 81-92.

329



Bazi viriis hastaliklarinin ‘Granny Smith’ elma ¢esidinde verim ve kaliteye etkisi

Mink G. 1. 1989. Apple chlorotic leaf spot. In: Fridlund P. R. (ed). Virus and Viruslike
Diseases of Pome Fruits and Simulating Noninfectious Disorders Cooperative
Extension College of Agriculture and Home Economics, pp.34-39. Washington State
University, Pulman.

Minoiu N., Vladianu D., Pattantyus K., Cracium C., Cracium V., Parnia P. and Stirban M.
1986. Investigations on pear vein yellows in nursery. Acta Horticulturae, 193: 77-82.

Nemeth M. 1986. Virus, Mycoplasma and Rikettsia Diseases of Fruit Trees. Martinus Nijhoff
Publishers. The Netherlands and Akademini Kiado, Hungary, 838 p.

Ozkan M. ve Kurgman S. 1976. Orta Anadolu elma bahgelerinde goriilen viriis hastaliklar1.
Bitki Koruma Biilteni, 16(2): 106-115.

Park H., Yoon J., Kim H. and Baek K. 2006. Multiplex RT-PCR Assay for the Detection of
Apple stem grooving virus and Apple chlorotic leaf spot virus in Infected Korean
Apple Cultivars. Plant Pathology Journal, 22: 168-173.

Penrose L. J., Davis K.C. and Valentine B. J. 1988. Comparative performance of three apple
clones derived from a virus-tested scheme with clones infected with latent viruses and
a mycoplasma. Scientia Horticulturae, 36: 55-65.

Rowhani A., Maningas M.A., Lile L.S., Daubert S.D. and Galino D.A. 1995. Development
of a detection system for viruses of wood plants based on PCR analysis of
immobilized virions, Phytopathology, 85: 347-352.

Ryan J. G. and Estafan Raghid A. 2001. Soil and Plant Analysis Laboratory Manuel. 2 nd.
Ed. ICARDA and NARS. Aleppo, Syria, 172 p.

Smith I. M., Dunez J., Philips D. H., Lelliot R. A. and Archer S. A. 1998. European Handbook
of Plant Diseases, Blackwell Scientific Publ., 583p.

Torrance L. 1981. Use of Forced Buds to Extend the Period of Serological Testing in Surveys
for Fruit Tree Viruses. Plant Pathology, 30: 213-216.

Ulubas C. and Ertung F. 2005. Apple Chlorotic Leaf Spot Virus (ACLSV) Status in Turkey
and Sensitive Detection Using Advanced Techniques, Turkish Journal of Agriculture
and Forestry, 29: 251-257.

Uludag Y. 2007. Bati Akdeniz Bolgesi’nin 6nemli elma yetistiriciligi yapilan yorelerinde
bazi viriis hastaliklarinin ELISA ve RT-PCR yontemiyle tanilanmasi. Yiiksek lisans
tezi, M. K. U. Fen Bilimleri Enstitiisii, Antakya, 56 s.

Vunsh R.A., Roster A. and Stein A. 1991. Detection of bean yellow mosaic virus in gladioli
corms by the polymerase chain reaction, Annals of Applied Biology, 119: 289-294.

Yardimei N. ve Eryigit H. 2006. Isparta {li EIma Uretim Alanlarinda Apple Mosaic Virus
(Elma Mozaik Viriisii) (ApMV)’'niin Belirlenmesi, Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 10:185-187.

330



